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1 

Identification d'une mutation de JAK2 impliquee dans la Polyglobulie de Vaquez 

5 La presente invention conceme le variant V617F de la proteine tyrosine kinase JAK2, 
ledit variant etant responsable de la Polyglobulie de Vaquez. L'invention se rapporte 
egalentient a une methode de diagnostic en premiere intention de r^rythrocytose et de la 
thrombocytose permettant de les rattacher a des syndromes myeloproliferatifs ou k la 
detection dans les syndromes myeloproliferatifs du variant JAK2 V617F permettant de 
10 les reclasser dans un nouveau groupe nosologique et k Tidentification dinhibiteurs 
specifiques et de siRNA. 

La polyglobulie de Vaquez (Polycythemia Vera ou PV) est un syndrome 
my^loprolif^ratif chronique, associant une polyglobulie vraie et, souvent, une 

15 thrombocytose et une hyperleucocytose. II s'agit d'une maladie acquise, clonale, de la 
cellule souche hematopoi^tique. Les progeniteurs hematopoi'^tiques de PV sont 
capables de former des colonies erythroblastiques en Tabsence derythropoi'etine (Epo), 
appelees « colonies spontanees ». Une hypersensibilite des progeniteurs 
erythroblastiques de PV k plusieurs autres facteurs de croissance a egalement ete 

20 d^montree : Interleukine-3 (IL-3), Granulocyte Macrophage-Stimulating Factor (GM- 
CSF), Stem Cell Factor (SCF), et Insuline Like Growth Factor (IGF-I). Plusieurs 
equipes se sont interessees a la physiopathologie de la PV, mais I'anomalie mol^culaire 
a Torigine de la maladie estrestee inconnue k cejour (H. Pahl, 2000). 

25 L'hypersensibilite des progeniteurs de PV a plusieurs cjrtokines conduit a rechercher 
des anomalies touchant les voies de transduction du signal commimes aux recepteurs 
aux cytokines. L'existence dun marqueur moleculaire n'a jamais ete mise en evidence 
dans la PV, mais 6tant donnees les similitudes entre la PV et les autres syndromes 
my^loprolifdratifs, m particulier la LMC, il parait probable que des mecanismes 

30 moleculaires proches de ceux induits par Bcr-Abl soient responsables de Tavantage de 
proliferation du clone malin et de sa difKrenciation terminale. Cette hypothese a 6te 
confirmee recemment dans deux syndromes myeloproliferatifs rares, les syndromes 
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myeloproliferatifs associes a une translocation impliquant la region chromosomique 
8pll qui induit une activation constitutive du recepteur du FGF et le syndrome 
hypereosinophilique, dans lequel une deletion chromosomique cryptique aboutit a un 
gene chimerique PDGFRa-FIPlLl. Dans les deiix cas, les anomalies moleculaires sont 
5 a Torigine de proteines de fusion ayant une activite tyrosine kinase constitutive. 

Dans la PV, il n'a pas 6te trouve d'anomalie cytogenetique rdcurrente, meme si une 
deletion 20q est d^tect^e chez 10 a 15% des patients, et une perte dTi6t6rozygotie en 9p 
dans environ 30% des cas (Kralovics, 2002). Cependant, ces anomalies ne sont pas 
10 specifiques de la maladie. 

Les cellules de PV pr6sentant une independance k FEpo, des recherches ont ete 
entreprises sur la voie du recepteur de TEpo (R-Epo). Tout d*abord, le recepteur est 
normal tant sur le plan structurel que fonctionnel (Hess et al., 1994; Le Couedic et al.; 

15 1996; Means et al., 1989). La phosphatase SHP-I qui d^phosphoryle R-Epo et JAK2 k 
Tarret de la stimulation par I'Epo, est normalement exprimte au niveau ARN et 
prot^ique (Andersson et al., 1997; Asimakopoulos et al., 1997). Plus en aval dans la 
signalisation de R-Epo, ime activation anormale de STATS a 6x6 recherch6e dans les 
polynucl^aires (PNN) de patients presentant une PV sans retrouver d'anomalie. En 

20 revanche, une phosphorylation constitutive de STAT3 a 6x6 mise en evidence dans les 
PNN de 4 cas de PV sur 14 etudi^s (Roder, 2001). Enfin, I'expression de la proteine 
anti-apoptotique bcl-xl, cible transcriptionnelle de STATS, a ete ^tudi^e en 
immunohistochimie et en cytometric de flux (Silva et al., 1998), II a ainsi 6x6 montre 
que bcl-xl 6tait hyperexprim^e dans les ^rythroblastes de PV et notamment a un stade 

25 plus mature oii cette proteine n'est normalement plus exprimee. 

Dans la polyglobulie de Vaquez, les principaux criteres diagnostiques sont k ce jour 
cliniques (criteres du PVSG; Pearson, 2001). Le diagnostic biologique repose 
essentiellement sur la realisation des cultures de progeniteurs erythroi'des en I'absence 
30 d*Epo (detection des colonies endogSnes). En raison de I'expertise necessaire a sa 
bonne realisation, et Timportance du « temps-technicien » depense, cet examen n'est 
pas disponible dans tous les centres, et n'est fiable que lorsqu'il est realise par un 
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laboratoire experimente. De plus, le test necessite d'etre realise sur cellules medullaires 
prelevees sur le patient pour une bonne sensibilite, ce qui est n'est pas anodin pour le 
patient. 

5 Par des techniques d'hybridation soustractive, une equipe allemande a clone un gene 
hyperexprime dans les PNN de PV, appel6 PRVl (Polycythemia Rubra Vera 1) 
(Temerinac et al., 2000). La proteine PRV-I appartient a la superfamille des recepteurs 
de surface uPAR. L'hyperexpression de TARNm codant pour PRV-I dans les 
polynucleaires de PV est facilement detectable par RT-PCR en temps reel, et constitue 
10 un marqueur de la maladie de decouverte r^cente, sans role physiopathologique. 
Cependant, les etudes r^cemment publiees montrent qu41 n'est ni trhs sensible ni trfes 
specifique. 

Spivak JL et al., en 2003 (« Chronic myeloproliferative disorders. » ; Hematology ; 

15 2003 ;200 24.) decrit certains marqueurs de la PV. Les mRNA de Tantigene neutrophile 
NBI/CD177 sont surexprimes dans les granulocytes de patients PV. Ce marqueur ne 
semble toutefois pas un moyen fiable de d6tecter les PV, certains malades ne presentant 
pas cette surexpression ou cette siirexpression pouvant 6tre observee sur des sujets 
atteints de syndromes my^loproliferatifs autres que la Polyglobulie de Vaquez. Une 

20 expression diminuee du r^cepteur a la thrombopoi'etine, Mpl, sur les plaquettes est 
egalement retrouvee dans les PV. Bien que cette anomalie predomine dans la PV, elle 
est retrouvee dans d'autres syndromes myeloproliferatifs. En outre, il s*agit d'un examen 
difficile a r6aliser qui ne peut etre effectue que dans des laboratoires specialises. 
Ainsi, il n'existe dans Tdtat de la technique aucime methode permettant im diagnostic 

25 fiable de la PV. En outre, les seuls traitements disponibles ne sont pas specifiques. II 
s*agit de saign^es pour maintenir rh^matocrite dans les limites de la normale, ou 
Temploi d'agents cytotoxiques, ou encore d'IFN. 

Dans le cadre de la pr6sente invention, nous avons non seulement d^couvert une 
30 mutation dans le gene JAK2 dans environ 90% des patients testes mais nous avons 
egalement etabli que cette mutation est responsable d'une activation constitutive de cette 
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tyrosine kinase et demontre que son inhibition peraiet de bloquer la proliferation et la 
differenciation spontanees des erythroblastes de PV. 

JAK2 appartient a la famille des Janus Kinases (JAKs), qui regroupe plusieurs tyrosine 
5 kinases intracytoplasmiques : JAKl, JAK2, JAK3 et TYK2. Les proteines JAK sont 
impliquees dans la signalisation intracellulaire de nombreux recepteurs membranaires 
qui n'ont pas d'activite tyrosine kinase intrinseque, comme certains membres de la 
superfamille des recepteurs aux cytokines et en particulier le recepteur ^ TEpo (R-Epo). 
La prot^ine JAK2 est codec par un gene qui comporte 23 exons. L'ADN 

10 compl^mentaire a une taille de 3500 paires de bases, et code pour une proteine de 11 32 
acides amines (130 kD) (Figure 1), Nous avons identifie par PCR et sequen9age une 
mutation ponctuelle acquise et clonale dans Fexon 12 de JAK2 chez prfes de 90 % des 
patients atteints de PV. Le codon 617 « GTC », codant normalement une Valine (V), est 
mute en «TTC», codant une Phenylalanine (F). Cette mutation V617F n'est pas 

15 retrouvee chez les 25 t^moins ou patients atteints de polyglobulie secondaire testes. Par 
contre elle est retrouvee dans 40% des thrombocytemies essentielles et dans 50% des 
myelofibroses si bien que cette mutation d^finit un nouveau cadre de syndrome 
myeloprolif^ratif conune Bcr-Abl a d6fini la leuc6mie myeloi'de chronique. 

20 Pour etudier si le variant de Tinvention JAK2 V617F pourrait etre efficacement detecte 
avec des instruments largement repandus classiquement utilises dans les laboratoires de 
diagnostic en hematologic, nous avons analyses 119 echantillons provenant de patients 
avec une suspicion de maladie myeloproliferative. Nous avons montre que JAK2 
V617F etait efficacement detectee par les technologies LightCycler® et TaqMan®, ces 

25 demieres etant un peu plus sensibles que le s^quen^age. Nous avons ensuite estime la 
valeur de detection de JAK2 V617F en tant que test de diagnostic en premiere intention 
chez 88 patients avec des taux d*hematocrites superieurs ^ 51%, et montre que la 
mutation correspondait au diagnostic de PV selon les entires WHO (R = 0,879) et 
PVSG (R = 0,717), avec une valeur predictive positive de 100% dans le contexte de 

30 rerythrocytose. Sur la base de ces donnees, nous proposons que la detection de JAK2 
V617F dans les granulocytes soit consideree conmie un test de diagnostic en premiere 
intention chez des patients avec \me erythrocytose, evitant par consequent la realisation 



wo 2006/045827 



5 



PCT/EP2005/055586 



d'une mesure de la masse de globules rouges, d'un aspirat de moelle osseuse et d^une 
analyse in vitro de la formation de colonies erythroides endogenes. Cette detection 
pourra aussi etre ^tendue en premiere intention a I'ensemble des syndromes 
myeloproliferatifs ou a leur suspicion. Cette detection sera particulierement importante 
5 dans les thromboc3^oses chroniques pour lesquelles il n'existe pas de tests biologiques 
certains pour aflirmer un syndrome myeloproliferatif. EUe sera egalement un examen 
important dans le diagnostic des myelofibroses et devant des tableaux cliniques 
associees a des thromboses d'etiologie indetermin^e. 

10 Ainsi, Tinvention apporte pour la premiere fois un outil de diagnostic et ouvre la voie au 
traitement cible de la PV et egalement des syndromes myeloproliferatifs assocides a 
cette mutation. Plus specifiquement, nous proposons la detection de la mutation JAK2 
V617F en tant que test de diagnostic en premiere intention dans le cadre de 
r^rythrocytose, ce qui permet d'eviter la quantification de la masse de globules rouges et 

15 des cellules endogenes Erythroides (EEC) d'un aspirat de la moelle osseuse dans la 
majorite des patients et dans les thrombocytoses chroniques ce qui permettra d'eviter 
une longue enquete etiologique. 

Description de rinvention 

20 

Ainsi, dans un premier aspect, la presente invention conceme la protdine isolee JAK2 
(Janus kinase 2), en particulier la protdine Homo sapiens Janus kinase 2 (NCBI 
accession number NM_004972 ; GI: 13325062), comprenant une mutation sur Tacide 
amind 617 (codon 617 de TADNc a compter de TATG), plus particulierement la 
25 mutation V617F, ci-apr6s denommee variant JAK2 V617F, telle que presentee k la SEQ 
ID No 1 ci-dessous : 

SEQ ro No 1 (V617F Homo sapiens Janus kinase 2 ou JAK2 V617F) 

30 MGMACLTMTEMEGTSTSSIYQNGDISGNANSMKQIDPVLQVYLYHSLGKSEAD 
YLTFPSGEYVAEEICIAASKACGITPVYHNMFALMSETERIWYPPNHVFffl 
RHNVLYRIRFYFPRWYCSGSNRAYRHGISRGAEAPLLDDFVMSYLFAQWRHDF 
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VHGWDCVPVTHETQEECLGMAVLDMMRIAKENDQTPLAIYNSISYKTFLPKCIR 
AKIQDYHILTRKRIRYRFRRFIQQFSQCKATARNLKLKYLINLETLQSAFYTEKF 
EVKEPGSGPSGEEIFATniTGNGGIQWSRGKHKESETLTEQDLQLYCDFPNIIDVS 
IKQANQEGSNESRWTIHKQDGKNLEIELSSLREALSFVSLIDGYYRLTADAHHY 

5 LCKEVAPPAVLENIQSNCHGPISMDFAISKLKKAGNQTGLYVLRCSPKDFNKYF 
LTFAVERENVIEYKHCLITKNENEEYNLSGTKKNFSSLKDLLNCYQMETVRSDN 
IIFQFTKCCPPKi»KDKSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLQRPTHMNQMVFHBaRNEDL 
IFNESLGQGTFTKIFKGVRREVGDYGQLHETEVLLKVLDKAHRNYSESFFEAAS 
MMSKLSHKHLVLNYGVCF ^"CGDENILVOEFVICFGSLDTYLKKNKNCINILWK 

10 LEVAKQLAWAMHFLEENTLIHGNVCAKNILLIREEDRKTGNPFFIKLSDFGISrr 
VLPKDILQERIPWVPPECIENPKNLNLATDKWSFGTTLWEICSGGDKPLSALDSQ 
RKLQFYEDRHQLPAPKWAELANLINNCMDYEPDFRPSFRAIIRDLNSLFTPDYE 
LLTENDMLPNMRIGALGFSGAFEDRDPTQFEERHLKFLQQLGKGNFGSVEMCR 
YDPLQDNTGEWAVKKLQHSTEEHLRDFEREffilLKSLQHDNTVKYKGVCYSAG 

15 RR]Sn.]a.IMEYLPYGSLRDYLQKHKERIDfflKLLQYTSQICKGMEYLGTKRYfflR 
DLATRNILVENENRVKIGDFGLTKVLPQDKEYYKVKEPGESPIFWYAPESLTES 
KFSVASDVWSFGWLYELFTYIEKSKSPPAEFMRMIGNDKQGQMIVFHLIELLK 
NNGRLPRPDGCPDEIYMIMTECWNNNWQRPSFRDLALRVDQIRDNMAG 



20 L'invention vise ^galement des Equivalents de cette protEine mut^e en position 617 chez 
d'autres mammif^res, par exemple les JAK2 V617F chez d'autres mammiflres tels que 
le rat (NM_031514), le pore, la souris (NM_008413),... ainsi que des variants de la 
SEQ ID No 1 qui comportent en outre une ou plusieurs modifications qui n'affectent pas 
I'activite et la structure 3D du variant. 

25 

L'invention porte 6galement sur une sequence nucleotidique codant pour la SEQ ID No 
1, de prEf6rence la SEQ ID No 2 (sequence du gene humain JAK2 avec le codon TTC 
au lieu de GTC sur le codon 617 (mutation g/t en position 1849, si apr^s d^onunee 
par G1849T, ^partir de I'ATG marquant le debut de la traduction). 



30 
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Cette sequence peut se trouver dans un vecteur viral ou plasmidique ou encore un ADN 
nu sous le controle d'un promoteur ef&cace dans les cellules de mammiftres. 
L'invention s'etend done a un vecteur exprimant la proteine JAK2 V617F. 
Le vecteur de Tinvention peut etre un vecteur de clonage et/ou d'expression et peut fitre 
5 utilise pour transfecter une cellule bote, notamment une cellule de mammifSre, de 
preference une cellule prog^nitrice CD34+ humaine. 

Animal transg^nique module de la PV et autres syndromes myeloproliKratifs 

10 L'invention porte egalement sur un animal transgenique non humain exprimant JAK2 
V617F recombinante. Cet animal peut de preference 6tre une souris ou im rat. Les rats 
ou souris transgeniques servant de module peuvent etre obtenus par toute methode 
couramment utilisee par ITiomme du metier, notamment un Knock-in (insertion ciblee 
d*une sequence) par recombinaison homologue ou recombinaison dirigee avec les 

15 systeme Cre-LoxP ou FLP-FRT dans des cellules ES. Selon un mode prefer^ de 
realisation de Tinvention, la cellule transgenique selon l'invention est obtenue par 
ciblage g^nique (« g6ne targeting ») du variant JAK2 G1849T au niveau d'une ou des 
sequences du genome de la cellule bote. Plus precisement, le transgene est insere de 
maniere stable par recombinaison homologue au niveau de sequences homologues dans 

20 le genome de la cellule bote. Lorsqu'il s'agit d'obtenir une cellule transgenique en vue 
de produire im animal transgenique, la cellule bote est de preference une cellule soucbe 
embryonnaire (cellule ES) (Thompson et al, 1989). Le ciblage genique represente la 
modification dirigee d'un locus cbromosomique par recombinaison bomologue avec 
une sequence d'ADN exogene ayant une bomologie de sequence avec la sequence 

25 endogene cibl6e. On distingue dififerents types de ciblage g^n^tique. Ici, le ciblage 
genique peut etre utilise plus particulierement pour remplacer le gene JAK2 sauvage par 
le gdne variant JAK2 G1849T ou toute autre variant gen^tiquement similaire. Dans ce 
cas, le ciblage genique est appele « Knock-in » (K-in). Altemativement, le ciblage 
g6nique peut etre utilise pour diminuer ou annibiler I'expression de JAK2 sauvage puis 

30 pour introduire le gene du variant de JAK2. II s'agit alors de ciblage genique appel6 
« Knock-Out » (KO) (voir Bolkey et al, 1989). La cellule selon l'invention se 
camct^rise en ce que le transgene est integre de maniere stable dans le genome de ladite 
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cellule, et en ce que son expression est controlee par les elements de regulation du gene 
endogene. Par integration de maniere stable, on entend signifier I'insertion du transgene 
dans TADN genomique de la cellule selon Tinvention. Le transgene ainsi insere est 
ensuite transmis a la descendance cellulaire. L'integration du transgene est realisee en 
5 amont, en aval ou au nailieu du gene endogene cible JAK2. Facultativement, un ou 
plusieurs genes de selection positive ou negative peuvent etre utilises. On peut aussi 
utiliser des regions d'ADN d'homologie avec le locus cible, de preference au nombre de 
deiix, situ6 de part et d*autre de la portion du gene rapporteur ou de part et d*autres de la 
sequence complete k insurer. Par « regions d'ADN d'homologies », on entend designer 

10 deux sequences d*ADN qui, aprds un alignement optimal et apr^s comparaison, sont 
identiques pour habituellement au moins environ 90% k 95% des nucleotides et, 
preferentiellement, au moins environ 98 99,5% des nucleotides. L' alignement optimal 
des sequences pour la comparaison peut Stre realise au moyen de Talgorithme 
d'homologie locale de Smith et Waterman (1981), au moyen de ralgorithme 

15 d'homologie locale de Neddleman et Wimsch (1970), au moyen de la m^thode de 
recherche de similarite de Pearson et Lipman (1988), au moyen de logiciels 
informatiques utilisant ces algorithmes (GAP, BESTFIT, BLAST P, BLAST N, FASTA 
et TFASTA dans le Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 
575 Science Dr., Madison, WI). Bien que aussi peu que 14 pb homologues a 100% 

20 soient suffisantes pour r^aliser la recombinaison homologue dans les bacteries et les 
cellules de mammifdre, des portions de sequences homologues plus longues sont 
preferees (en general ces portions font au moins 2000 pb, de preference au moins 5 000 
pb pour chaque portion de sequence homologue. Avantageusement, la sequence JAK 
variant est inseree dans Tensemble des elements assurant une regulation du type 

25 endogene, c*est-a-dire un ensemble comprenant au moins le promoteur, des sequences 
regulatrices (enhanceurs, silenceurs, insulateurs), les signaux de terminaison du g^ne 
JAK endogene. 

Selon un mode de realisation particulier, le transgene JAK G1849T comprend au moins 
30 la sequence codante, une cassette de selection positive encadr^e ou non de sites- 
sp^cifiques a Taction des recombinases, par exemple une cassette Lox/N6o-TK/Lox ou 
lox/N^o/lox ou FRT/N^o-TK/FRT ou FRT/N^o/FRT pouvant 6tre ^galement presente 
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en position 5' de ladite sequence, et caracterise en ce qu'une cassette de selection 
negative contenant par exemple le ou les genes DTA et/ou TK est presente a au moins 
une des extremites du transgene. Le transgene de la presente invention est de preference 
derive directement d'une sequence d'ADN exogene presente naturellement dans une 
5 cellule animale. Cette sequence d*ADN sous forme native pent etre modifiee par 
exenq>le par insertion de sites de restriction necessaires au clonage et/ou par insertion de 
sites de recombinaison site specifiques (sequences lox et flp). 

A cet effet, le variant JAK2 G1849T peut Stre clone dans un vecteur de clonage qui 
10 permet d*en assurer sa propagation dans une cellule bote, et/ou facultativement dans un 
vecteur d'expression pour assurer Texpression du transgene. Les technologies de FADN 
recombinant utilisees pour la construction du vecteur de clonage et/ou d*expression 
selon rinvention sont connues de lliomme du metier. Les techniques standard sont 
utilis6es pour le clonage, Tisolement de TADN, Tamplification, et la purification ; les 
15 reactions enzymatiques impliquant FADN ligase, TADN polymerase, les endonucleases 
de restriction sont efTectu^es selon les recommandations du fabricant. Ces techniques et 
les autres sont gen6ralement realisees selon Sambrook et al, 1989). Les vecteurs 
incluent des plasmides, les cosmides, les bacteriophages, les retrovirus et autres virus 
animaux, les chromosomes artificiels, tels les YAC, BAC, HAC et autres vecteurs 
20 analogues. 

Les m^thodes pour generer des cellules transgeniques selon Tinvention sont decrites 
dans Gordon et al, 1989. Diverses techniques pour transfecter des cellules de 
mammifferes ont et6 revues par Keon et al, 1990. Le transgene selon Tinvention, 

25 facultativement compris dans un vecteur linearise ou non, ou sous la forme d*un 
fragment de vecteur, peut etre introduit dans la cellule bote par des methodes standard 
telles que par exemple la micro-injection dans le noyau (US 4,873,191), la transfection 
par precipitation au phosphate de calciimi, la lipofection, I'electroporation (Lo, 1983), le 
choc thermique, la transformation avec des polymeres cationiques (PEG, polybrene, 

30 DEAE-Dextran, ..), ou encore Tinfection virale (Van der Putten etal, 1985). 
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Lorsque les cellules ont ete transformees par le transgene, elles peuvent etre cultivees in 
vitro ou bien etre utilisees pour produire des animaux transg^niques non hximains. Apres 
transformation, les cellules sont ensemenc^es sur une couche nourriciere et/ou dans un 
5 milieu approprie. Les cellules contenant la construction peuvent etre detect^es en 
utilisant un milieu selectif. Apres un temps suffisant pour laisser les colonies pousser, 
celles-ci sont recuperees et analysees pour determiner si un 6v6nement de 
recombinaison homologue et/ou une integration de la construction se sont produits. 
Pour realiser le criblage des clones susceptibles de satisfaire a la recombinaison 

10 homologue, des marqueurs positifs et negatifs, encore appeles genes de selection, 
peuvent etre inseres dans le vecteur de recombinaison homologue. DiffSrents systemes 
de selection des cellules ayant realist Tevenement de recombinaison homologue ont ete 
d^crits (pour revue US 5 627 059). Ledit gene de selection positive selon Tinvention est 
de preference choisi parmi les gdnes de resistance aux antibiotiques. Parmi les 

15 antibiotiques, on pent citer de mani^re non exhaustive la neomycine, la tetracycline, 
Tampicilline, la kanamycine, la phleomycine, la bleomycine, ITiygromycine, le 
chloramphenicol, la caibenicilline, la geneticine, la puromycine, Les genes de resistance 
correspondants k ces antibiotiques sont connus de I'homme du metier ; a titre 
d'exemple, le gene de resistance a la neomycine rend les cellules resistantes a la 

20 presence de Tantibiotique G418 dans le milieu de culture. Le gene de selection positif 
peut egalement gtre seiectionne parmi le gene HisD, Tagent seiectif correspondant etant 
lliistidinol. Le gene de selection positif peut egalement 6tre seiectionne parmi le gene 
de la guanine-phosphoribosyl-transferase (GpT), Tagent seiectif correspondant etant la 
xanthine. Le gene de selection positif peut egalement etre seiectionne parmi le gdne de 

25 rhypoxanthine-phosphoribosyl-transferase (HPRT), Fagent seiectif correspondant etant 
rhypoxanthine. Le ou les marqueurs de selection utilises pour permettre d'identifier les 
evenements de recombinaison homologue peuvent affecter par la suite Texpression 
genique, et peuvent 6tre eiimines, si necessaire, par la mise en oeuvre de recombinases 
site specifiques telle la recombinase Cre specifique des sites Lox (Sauer, 1994 ; 

30 Rajewsky et ai, 1996; Sauer, 1998) ou FLP specifique des sites FRT (Kilby et ai, 
1993). 
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Les colonies positives, c*est-a-dire contenant des cellules dans lesquelles au moins un 
6v6nement de recombinaison homologue s*est produit sont identifiees par une analyse 
par southern blotting et/ou par des techniques de PCR. Le taux d'expression, dans les 
cellules isolees ou les cellules de I'animal transgenique selon Tinvention, de TARNm 
5 correspondant au transgene peut egalement etre determine par des techniques 
comprenant Tanalyse par northern blotting, I'analyse par hybridation in situ, par RT- 
PCR. Egalement les cellules ou tissus animaux exprimant le transgene peuvent Stre 
identifies en utilisant im anticorps dirige contre la prot^ine r£^porteuse. Les cellules 
positives peuvent ensuite etre utilis^es pour realiser les manipulations sur Tembryon et 
10 notamment Tinjection des cellules modifi^es par recombinaison homologue dans les 
blastocystes. 

Pour ce qui conceme la souris, les blastocystes sont obtenus a partir de femelles 
superovulees de 4 a 6 semaines. Les cellules sont trypsinees et les cellules modifiees 

15 sont inject^es dans le blastocele d'un blastocyste. Apres I'injection, les blastocystes sont 
introduits dans la come uterine de femelles pseudo-gestantes. On laisse ensuite les 
femelles aller jusqu'a leur terme et les portees resultantes sont analysees pour 
determiner la presence de cellules mutantes possedant la construction. L'analyse dW 
ph^notype different entre les cellules de Tembryon nouveau-ne et les cellules du 

20 blastocyste ou des cellules ES permet de d^tecter les nouveau-nes chimeriques. Les 
embryons chimeriques sont ensuite eiev^s jusqu'a Page adulte. Les chimeres ou 
animaux chimeriques, sont des animaux dans lesquels seule une sous-population de 
cellules possede im genome altere. Les animaux chimeriques presentant le g6ne ou les 
genes modifies, sont en general croises entre eux ou avec im animal de type sauvage 

25 afin d'obtenir une descendance heterozygote ou homozygote. Les heterozygotes mkles 
et femelles sont ensuite croises pour generer des animaux homozygotes. A moins qu'il 
ne soit indique, Tanimal transgenique non humain selon Tinvention comprend des 
changements stables de la sequence nucleotidique des cellules de la lignee germinale. 

30 Selon un autre mode de realisation de Tinvention, la cellule transgenique non humaine 
selon rinvention peut servir de cellule donneuse de noyau dans le cadre d*\m transfert 
de noyau ou transfert nucleaire. Par transfert nucleaire, on entend designer le transfert 
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de noyau d*une cellule vivante donneuse de vertebre, d'un organisme adulte ou au stade 
foetal, dans le cytoplasme d'une cellule receveuse 6nucleee de la meme espece ou d*une 
espece differente. Le noyau transfere est reprogramme pour diriger le developpement 
des embryons clones qui peuvent ensuite 6tre transferes dans des femelles porteuses 
5 pour produire les foetus et les nouveau-nes, ou utilises pour produire des cellules de la 
masse cellulaire interne en culture. Differentes techniques de clonage nucleaire sont 
susceptibles d'etre utilisees ; parmi celles-ci, il convient de citer de maniere non 
exhaustive celles qui font I'objet des demandes de brevet WO 95 17500, WO 97/07668, 
WO 97 07669, WO 98 30683, WO 99 Ol 163 et WO 99 37143. 

10 

Ainsi, rinvention s'etend egalement a un animal transgenique non humain comprenant 
une sequence recombinante codant pour JAK2 V617F. Ces animaux peuvent etre 
homozygotes ou h^t^rozygotes (JAK2 V617F / JAK2 V617F ou JAK2 V617F / JAK2). 
Ces animaux reproduisent notamment la polyglobulie de Vaquez, mais Egalement tout 
15 syndrome my^loproliftratif induit par JAK2 V617F. lis permettent done de r^aliser un 
criblage fonctionnel d'inhibiteurs de tyrosine kinase, notamment un criblage 
d'inMbiteurs specifiques de JAK2 V617F. 

Une autre alternative peut consister a injecter im vecteur viral (retrovirus ou lentivirus 
ou autres) capable d'exprimer le variant JAK2 V617F dans des cellules souches 
20 h^matopoietiques, des cellules progenitrices ou des cellules ES pour Egalement r^aliser 
des modeles de polyglobulie de Vaquez ou d'autres syndromes myeloprolif^ratifs. 

Outils de diagnostic 

25 Dans un troisidme aspect, Finvention vise les outils de diagnostic permettant de detecter 
la presence ou Tabsence de la mutation JAK2 V617F chez un mammifere atteint ou 
susceptible de pr&enter un syndrome my^loproliferatif, notamment chez les patients 
montrant une polyglobulie ou dont on suspecte qu'ils pr&entent les symptomes de la 
polyglobulie de Vaquez, des thrombocyt&nies et/ou des myelofibroses. 

30 

A ce titre, Tinvention se rapporte aux amorces et sondes permettant de detecter la 
presence ou Tabsence de la mutation dans la sequence SEQ ID No 2 decrite ci-dessus. 
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Plus particulierement, rinvention a trait a un acide nucl^ique isol6 ayant une sequence 
d'au moins 10, 12, 15, 20, 30, 40 ou encore 50 nucleotides consecutifs (par exemple de 
10 a 30 nucleotides ou de 10 a 25 nucleotides) de Texon 12 ou de la sequence SEQ ID 
No 3 ou 4 ci-dessous et comprenant le nucleotide mut€ V^^, par exemple de 10 a 30 
5 nucleotides. 

SEQ ID No 3 

ctcatatgaaccaaatggtgtttcacaaaatcagaaatgaagatttgatatttaatgaaagccttggccaaggcacttttacaaag 
atttttaaaggcgtacgaagagaagtaggagactacggtcaactgcatgaaacagaagttcttttaaaagttctggataaagcac 
10 acagaaactattcagagtctttctttgaagcagcaagtat gatgagcaagctttctcacaagcatttggt^ aaattatggaelatg 

1849 

tt tct^ggagacgagaatattctggttcaggagtitgtaaaatttg g atcactagatacatatctgaaaaagaataaaaatt 
gtataaatatattatggaaacttgaagttgctaaacagttggcatgggccatgcattttctagaagaaaacacccttattcatggga 
atgtatgtgccaaaaatattctgcttatcagagaagaagacaggaagacaggaaatcctcctttcatcaaacttagtgatcctgg 
cattagtattacagttttgccaaaggacattcttcaggag 

15 

La sequence soulignee designe un exemple de zones en amont ou en aval permettant le 
design de sondes ou d'amorces specifiques de la mutation en position 1849 (SEQ ID No 
4). 

20 Exemple de differentes amorces et sondes preferees de Tinvention : 
SUR ADN, AMORCES DE PCR : 

JAK2EXON12-PCRF SENS 5'-GGGTTTCCTCAGAACGTTGA-3' (54804-54823) 
(SEQ ID No 5) 

25 JAK2EXON12-PCRR ANTI-SENS 5'-TTGCTTTCCTTTTTCACAAGA-3' (55240- 
55260) (SEQ ID No 6) 

SUR ADN, AMORCES DE SEQUENT AGE : 

JAK2EXON12SEQF SENS 5'-CAGAACGTTGATGGCAGTTG-S* (54813-54832) 
30 (SEQ ID No 7) 



wo 2006/045827 



PCT/EP2005/0SS586 



14 



JAK2EXON12SEQR ANTI-SENS 5'-TGAATAGTCCTACAGTGTTTTCAGTTT-S' 
(55207-55233) (SEQ IDNo 8) 



SUR CDNA, AMORCES DE PCR ET SEQUENCAGE : 
5 SENS 5'-CAACCTCAGTGGGACAAAGAA-S' (1386-1407) (SEQ ID No 9) 

ANTI-SENS 5'-GCAGAATATTTTTGGCACATACA-3'(2019-2041) (SEQ ID No 10) 



SONDES SNPS ET DETECTION DE MUTATION ET SIRNA (1829-1870) : 
TTTTAAATTATGGAGTATGTGTCTGTGGAGACGAGAATATTC (SEQ ID No 11) 

10 

GENOTYPAGE sur LightCycler (ADN de PNN ou de moeUe) 

Oligo "S" (sens) GGCAGAGAGAATTTTCTGAAC (SEQ ID No 15) 

Oligo "R" (antisens) GCTTTCCTTTTTCACAAGATA (SEQ ID No 16) 

15 Sensor wt GTCTCCACAGACACATACTCCATAA 3'-FL (SEQ ID No 17) 

Anchor JAK2 5'- LCRed640AAAACCAAATGCTTGTGAGAAAGCT 3' - PH 
(SEQ ID No 18) 



20 GENOTYPAGE sur LightCycler (par exemple cDNA de plaquettes) 

CJAK2F GCACACAGAAACTATTCAGAGTC (SEQ ID No 19) 

CJAK2S AGCAGCAAGTATGATGAGC (SEQ ID NO 20) 

CJAK2A CTAGTGATCCAAATTTTACAAACT (SEQ ID No 21) 

CJAK2R GTTTAGCAACTTCAAGTTTCC (SEQ ID NO 22) 

25 Sensor wt GTCTCC ACAGAC ACATACTCC ATAA3 '-FL (SEQ ID No 23) 

Anchor JAK2 5" - LC Red640AAAACCAAATGCTTGTGAGAAAGCT3' -PH 
(SEQ ID No 24) 



30 



GENOTYPAGE par la technologie Taqman (par exemple sur ADN de cellules 
mononucl6aires de Moelle Osseuse). 
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Reconnaissance par des sondes fluorescentes specifiques d*allele et ADN simple brin. 
Reaction de PGR 

Sequence primer sens : AAGCTTTCTCACAAGCATTTGGTTT (SEQ ID No 25) 
Sequence primer antisens : AGAAAGGCATTAGAAAGCCTGTAGTT (SEQ ID No 
5 26) 

Reporter 1 Sequence (VIC) : TCTCCACAGACACATAC (SEQ ID No 27) 
Reporter 2 Sequence (FAM) : TCCACAGAAACATAC (SEQ ID No 28) 

Dans un autre aspect, Tinvention se rapporte a une methode de diagnostic in vitro ou ex 
10 vivo permettant de d^tecter la presence ou Tabsence de mutation JAK2 V617F dans un 
6chantillon. 

Tests avec les acldes nucmques de rinvention 

15 Dans un premier mode de realisation, le variant G1849T (correspondant a la mutation 
JAK2 V617F) pent Stre detecte par analyse de la molecule d*acide nucl^ique du gene 
JAK2. Dans le cadre de la presente invention, on entend par « acide nucl^ique » un 
ARNm, TADN genomique ou TADNc derive de TARNm. 

20 La presence ou Tabsence de Tacide nucleique du variant G1849T pent etre d^tect^ par 
sequen9age, amplification et/ou hybridation avec une sonde et des amorces specifiques, 
telles que decrites ci-dessus : sequence derivee des SEQ ID No 3 ou 4 et SEQ ID No 5 a 
1 1 ou encore SEQ ID No 15 a 24. 

25 L'invention propose done ime methode ex vivo ou in vitro pour determiner la presence 
ou Tabsence du variant G1849T du gene JAK2 dans un ^chantillon d'lm patient atteint 
de PV ou susceptible de developper une PV ou tout autre syndrome myeloprolifiratif, 
notamment de T^throcytose, des thrombocyt^mies et myelofibroses, comprenant : 
a) Tobtention d'un echantillon d'acide nucleique du patient, 

30 b) la detection de la presence ou de Tabsence du variant Gl 849T du gene JAK2 dans 
ledit echantillon d*acide nucleique. 
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caract^risee en ce que la presence du variant G1849T est une indication de PV ou de 
tout autre syndrome myeloproliferatif, 

L*echantillon d'acide nucleique peut etre obtenu a partir de n*importe quelle source 
5 cellulaire ou biopsie de tissu. Ces cellules doivent etre d'origine hematopoietique et 
peuvent etre obtenus a partir de sang circulant, de tissu hematopoietique ou tout fluide 
contamine en cellules sanguines. L*ADN peut etre extrait en utilisant toute methode 
connue de Tetat de la technique, telles que les methodes decrites dans Sambrook et al. 
(1989). L'ARN peut egalement etre isole, par exemple a partir de tissus obtenus lors 
10 d'une biopsie, en utilisant des methodes standard bien connues de Thomme du metier, 
telles que Textraction par le guanidiumthiophenate-phenol-chlorophorme. 

Le variant G1849T du gene JAK2 peut etre detecte dans im ^chantillon d'ARN ou 
d'ADN, de preference apres amplification. Par exemple, TARN isol6 peut etre soumis k 

15 une transcription-reverse puis une amplification, telles qu'une reaction RT-PCR en 
utilisant les oligonucleotides sp^cifiques du site mute ou qui permettent Tamplification 
de la region contenant la mutation, par exemple Texon 12 ou la sequence SEQ ID No 3 
ou 4 . L'expression « oligonucleotide » est utilisee ici pour designer un acide nucleique 
d*au moins 10, de preference entre 15 et 25 nucleotides, de preference inferieur a 100 

20 nucleotides, et qui est capable de s'hybrider k TADN genomique de JAK2, a TADNc ou 
encore a FARNm. 

Les oligonucleotides de Tinvention peuvent etre marques selon toute technique connue 
par lliomme du metier, tels que des marqueurs radioactifs, fluorescents ou 
25 enzymatiques. Un oligonucleotide marque peut etre utilise comme sonde pour detecter 
la presence ou Tabsence du variant G1849T du gene JAK2. 



Ainsi, les sondes et amorces utiles selon Tinvention sont celles qui s*hybrident 
specifiquement a la region du gene JAK2 a proximite du nucleotide en position 1849 
30 (numerotation k partir de I'ATG marquant le debut de la transcription). 
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Dans la methode explicitee ci-dessus, les acides nucleiques peuvent etre amplifies par 
PGR avant la detection de la variation allelique. Les methodes pour la detection de la 
variation allelique sont decrites par exemple dans « Molecular Cloning - A Laboratory 
Manual » Second Edition, Sambrook, Fritsch and Maniatis (Cold Spring Harbor 
5 Laboratory, 1989) et Laboratory Protocols for Mutation Detection, Ed. par U. 
Landegren, Oxford University Press, 1996 et PGR, 2eme edition par Newton & 
Graham, BIOS Scientific Publishers Limited, 1997. 

A ce titre, il est possible de combiner ime 6tape d'amplification suivie par ime ^tape de 
10 detection permettant de discriminer les ^chantillons en fonction de la presence ou de 
Tabsence du variant recherche. 

DiflFerentes techniques adapt^es a cet effet sont presentees dans EP 1 186 672, telles que 
le sequen9age d*ADN, le s^quen9age par hybridation SSCP, DGGE, TGGE, I'analyse 
15 heteroduplex, CMC, le clivage enzymatique de mesappariements, « hybridization based 
solid phase hybridization », les puces k ADN (DNA Chips), solution phase 
hybridization Taqman™ (US 5 210 015 et US 5 487 972) », ainsi que la technique 
RFLP. 

20 La detection peut etre realisee en utilisant differentes methodes alternatives : FRET, 
fluorescence quenching, fluorescence polarisee, chimilimiinescence, 
^lectrochimiluminescence, radioactivite et methode colorimetrique. 

La methode selon Tinvention peut inclure ou exclure les etapes consistant i obtenir 
25 r^chantillon et a extraire Tacide nucleique dudit 6chantillon. 

Comme indique ci-dessus, I'echantillon utilise peut 6tre du sang ou tout autre fluide 
corporel ou tissu obtenu d*im individu. Apr^s les 6tapes d*extraction et de purification 
de Tacide nucl6ique, ran^)lification PCR au moyen des amorces d6crites ci-dessus peut 
30 6tre utiUsee pour am^liorer la detection du signal. 
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Ainsi, la methode selon Tinvention peut comprendre I'etape d^amplification au moyen 
desdites amorces, suivie par une etape d'hybridation avec au moins une sonde, de 
pr6f6rence deux sondes qui s*hybrident en condition de forte stringence aux sequences 
correspondant a la region de la mutation G1849T mentionnee ci-dessus et la detection 
5 du signal produit par les marqueurs desdites sondes. 

Par exemple, Tinvention vise plus particulierement une methode in vitro pour 
determiner la presence ou I'absence du variant G1849T du gene JAK2 dans un 
^chantillon d'un patient atteint de PV ou susceptible de d^velopper une PV ou tout autre 

10 syndrome myeloprolifiSratif comprenant la detection de la presence ou de Tabsence du 
variant G1849T du g6ne JAK2 dans ledit ^chantillon d'acide nucleique au moyen d'un 
ou plusieurs SNP (Single nucleotide polymorphism) specifique de la mutation G1849T 
du gene JAK2, notamment les SEQ ID No 17, 18 ou encore 23 et 24; 
caracterisee en ce que la presence du variant G1849T est une indication de PV ou de 

15 tout autre syndrome myeloproliferatif. 

Cette detection au moyen de SNPs peut fitre mise en oeuvre par la Technologic 
TaqMan® permettant une discrimination all61ique. Essentiellement, cette methode 
consiste en la reconnaissance par des sondes fluorescentes specifiques de Tailzie 1849 
20 de JAK2 sur ADN simple brin et comprend irne reaction PGR (avec ime polymerase a 
activity 5* exonucl^asique), la detection de remission de fluorescence specifique 
d'allele des SNP hybrides, la determination du genotype par lecture de la fluorescence 
en point final (obtention d*ime image montrant les clusters d'ADN mute homozygote, 
h^t^rozygote et normal). 

25 

Detection de la prot6ine muUe JAK2 V617F 



Selon un autre mode de realisation, le variant peut 6tre d6tect6 directement au sein de la 
30 prot^ine JAK2. 
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A cet effet, 14nvention vise une methode ex vivo ou in vitro pour detecter la presence ou 
Tabsence du variant JAK2 V617F dans un echantillon d'un patient atteint ou susceptible 
de developper la PV ou tout autre syndronfie myeloproliftratif, notamment de 
Tethrocytose, des thrombocytemies et myelofibroses, comprenant : 
5 a) I'obtention d'un echantillon du patient, 

b) la detection de la presence ou de Tabsence du variant JAK2 V617F, 

caracterisee en ce que la presence dudit variant est une indication de la PV ou de tout 

autre syndrome myeloproliferatif. 

10 Ledit variant JAK2 V617F pent etre detecte par toute methode appropri^e connue de 
r^tat de la technique. 

Plus particulierement, un echantillon, obtenu d'un individu, peut etre mis en contact 
avec un anticorps specifique du variant V617F de la proteine JAK2, par exemple im 
15 anticorps qui est capable de faire la distinction entre le variant V617F et la proteine 
JAK2 non mutee (et de tout autre proteine). 

Les anticorps de la pr^sente invention peuvent etre des anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux, simple chaine ou double chalne, des anticorps chimeriques, humanises ou 
20 des portions de molecules d'immunoglobuline comprenant les portions connues de 
I'etat de la technique comme correspondant aux fi*agments de liaison a Tantigene 
[fragment humain, humain, F(ab')2 et F(v)]. 

Ces anticorps peuvent 6tre immunoconjugues, par exemple avec une toxine ou un 
25 marqueur. 

Les protocoles pour Tobtention d'anticorps polyclonaux sont bien connus de I'homme 
du metier. Typiquement, de tels anticorps peuvent Stre obtenus par I'administration du 
variant JAK2 V617F par injection souscutan^e a des lapins blancs de Nouvelle-Zelande 
30 qui ont pr^alablement 6t6 prepares pour obtenir un s^rum pre-immunitaire. Les 
antigenes peuvent 6tre injectes jusqu'a 100 |Lll par site 4 6 differents sites. Les lapins 
sont prepares deux semaines avant la premiere injection puis p^riodiquement stimulus 
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par le meme antigene, environ trois fois toutes les six semaines. Un echantillon de 
serum est alors obtenu dix jours apres chaque injection. Les anticorps polyclonaux sont 
ensuite purifies du serum par chromatographie d'affinite en utilisant la proteine JAK2 
V617F pour capturer les anticorps. 

5 

Les anticorps monoclonaux sont preferes aux anticorps polyclonaux a cause de leur 
haute specificite. 

L*obtention de tels anticorps monoclonaux est a la portee de Thomme du metier, 
sachant que le variant JAK2 V617F presente une structure 3D differente de la proteine 
10 JAK2 sauvage. L'expression « anticorps monoclonal » signifie un anticorps qui est 
capable de reconnaitre seulement un Epitope d'un antigene. 

Les anticorps monoclonaux peuvent Stre prepares par immunisation d'lm mammifere, 
par exemple une souris, un rat, ou d'autres mammiferes avec le variant JAK2 V617F 
purifi^. Les cellules du mammifere immunise produisant les anticorps sont isolees et 
15 fusionn^es avec des cellules de myotomes ou d'hetero-myelomes pour produire des 
cellules hybrides (hybridomes). 

Les cellules d'hybridomes produisant I'anticorps monoclonal sont utilisees comme 
sources pour la production de I'anticorps. Les techniques de generation d'anticorps 
20 n*impliquant pas \me immunisation sont egalement vis^es par Tinvention. II s*agit par 
exemple de la technologic « phage display ». 

Les anticorps diriges contre le variant JAK2 V617F peuvent dans certains cas presenter 
une reaction crois^e avec la proteine JAK2 sauvage. Si tel est le cas, xme selection des 
25 anticorps sp^cifiques du variant V617F est n^cessaire. A ce titre, on peut utiliser par 
exemple une chromatographie d'affinite avec la proteine JAK2 sauvage pour capturer 
les anticorps qui presenterait une reaction crois^e avec JAK2 sauvage. 

Ainsi, rinvention vise im anticorps monoclonal reconnaissant sp^cifiquement le variant 
30 JAK2 V617F ainsi que les lignies d'hybridomes le produisant. 

L'invention porte egalement sur un test ELISA au moyen dudit anticorps pour d^tecter 
la presence ou I'absence du variant JAK2 V617F dans un echantillon. 
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Une alternative a Tutilisation des anticorps peut consister par exemple a la preparation 
et ridentification d'haptameres qui sont des classes de molecules permettant une 
reconnaissance moleculaire specifique. 
5 Les haptameres sont des oligonucleotides ou des oligopeptides qui peuvent 
virtuellement reconnaitre n*importe quelle classe de molecules cibles avec une haute 
affinite et specificite. 

Kits 

10 

Dans un autre aspect, Tinvention conceme des kits pour determiner si un patient est 
atteint de la polyglobulie de Vaquez ou de tout autre syndrome myeloproliferatif 
impliquant le variant JAK2 V617F. 

15 Le kit de Tinvention peut comprendre xme ou plusieurs sondes ou amorces telles que 
definies ci-dessus pour la detection specifique de la presence ou de I'absence de la 
mutation G1849T dans le gene JAK2. 

Le kit peut egalement comprendre ime polymerase thermor^sistante pour Famplification 
20 PCR, une ou plusieurs solutions pour Tamplification eVou T^tape d'hybridation, ainsi 
que tout reactif permettant la detection du marqueur. 

Dans un autre mode de realisation, le kit comprend un anticorps tel que defini ci-dessus. 

25 Les kits de Tinvention peuvent contenir en outre tout reactif adapte a Thybridation ou a 
la reaction immunologique sur support solide. 

La m^thode et le kit de detection sont avantageusement pratiques pour la sous- 
population de patients pr^sentant im taux d'hematocrites sup^rieur a 51%. La m^thode et 
30 le kit de detection sont egalement avantageusement pratiques pour la sous-population de 
patients pr^sentant un taux de plaquettes superieur a 450 000. 
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siRNA de rinvention 

Dans un quatrieme aspect, I'invention porte egalement sur des siRNA permettant de 
diminuer de plus de 50%, 75%, 90% ou 95% ou encore de plus de 99% I'expression de 
5 JAK2 mutee en position 617, en particulier de JAK2 V617F. Ces siRNA peuvent etre 
injectes dans les cellules ou tissus par lipofection, transduction, ou electroporation. lis 
permettent de detruire specifiquement les ARNm codantpour JAK2 V617F impliquant 
de nombreuses applications th^rapeutiques possibles, notamment le traitement de la 
polyglobulie de Vaquez. 

10 

Des siRNA sont decrits dans US 60/068562 (CARNEGIE). LARN est caracterise en ce 
qu'il possede une region avec une structure double brin (db). L'inhibition est sp^cifique 
de la sequence cible, la sequence nucleotidique d'un brin de la region db de TARN 
comprenant au moins 25 bases et etant identique a la portion du gene cible. La sequence 

IS nucleotidique de Tautre brin de la region db de TARN est complementaire a celle du 
premier brin et a la portion du gfene cible. Par ailleurs, la demande WO 02/44 321 
(MIT/MAX PLANCK INSTITUTE) d^crit un ARN double brin (ou des 
oligonucleotides de mSme nature synth^tis^s chimiquement) dont chaque brin a une 
longueur de 19 a 25 nucleotides et qui est capable d'inhiber specifiquement I'expression 

20 post transcriptionnelle d*im gene cible par un processus ^interference ARN afin de 
determiner la fonction d'lm gene et afin de moduler cette fonction dans une cellule ou 
un organisme. Enfin, WO 00/44895 (RIBOPHARMA) porte sur un procede d'inhibition 
de I'expression d'un gene cible donne dans une cellule eucaryote in vitro, dans lequel 
un ARNdb forme de deux ARN simples brins separes est introduit dans la cellule, un 

25 brin de 1' ARNdb presentant ime region complementaire du gene cible caracterise en ce 
que la region complementaire presente moins de 25 paires de nucleotides successives. 
L'homme du metier pourra se referer a I'enseignement contenu dans ces documents 
pour la preparation des siRNA de la presente invention. 

30 Plus specifiquement, I'invention porte sur des ARN double brin d'environ 15 a 30 
nucleotides, 19 a 25 nucleotides, ou de preference environ 19 nucleotides de long 
compiementaires (brin 1) et identiques (brin 2) a la sequence SEQ ID No 3 comprenant 
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la mutation G1849T. Ces siRNA de rinvention peuvent comporter en outre un 
dinucleotide TT ou UU a Textremite 3*. 

De nombreux programmes sont disponibles pour le design des siRNA de Tinvention: 

- «siSearch Program » a http://sonnhammer.cgb.ki.Se/siSearch/siSearch_l.6.html 
5 (« Improved and automated prediction of effective siRNA », Chalk AM, Wahlesdelt C, 

and Sonnhammer ELL, Biochemical and Biophysical Research Commimications, 
2004). 

- « SiDirect » a http://design.mai.jp/sidirect/index.php (Direct: highly effective, target- 
specific siRNA design software for mammalian RNA interference, Yuki Naito et al, 

10 Nucleic Acids Res, Vol. 32, No. Web Server issue © Oxford University Press 2004). 

- « siRNA Target Finder » de Ambion a I'adresse 
http://www.ambion.coni/techlib/misc/siRNA_tools.html 

- Le « siRNA design tool » du Whitehead Institute of Biomedical Research au MIT a 
Tadresse http://jura.wi.mit.edU/pubint/http://iona.wi.mit.edu/siRNAext/ 

15 D*autres programmes sont listes a : 

http://web.mitedu/mmcmanus/www/homel.2files/siRNAs.htm, 

notamment http://athena.bioc.uvic.ca/cgi-bin/emboss.pl?_action=input&_app=sima 

Par exemple, pour la sequence TATGGAGTATGTT is^^jCTGTGGAGA (SEQ ID NO 

12), le siRNA sens est UGGAGUAUGUUUCUGUGGAdTdT (SEQ ID No 13) et le 

20 siRNA antisens est UCCACAGAAACAUACUCCAdTdT (SEQ ID No 14), 

Dans un mode de realisation particulier, les siRNA de Tinvention decrits ci-dessus sont 
testes et selectionnes pour leur capacite a reduire, voir bloquer sp^cifiquement 
Texpression de JAK2 V617F en afifectant le moins possible I'expression de JAK2 
sauvage. Par exemple, Tinvention vise des siRNA permettant une diminution superieure 

25 k 80%, 90%, 95% ou 99 % de Texpression de JAK2 V617F et aucune diminution ou une 
diminution inferieure k 50%, 25%, 15%, 10% ou 5% ou encore infSrieure a 1% de 
JAK2 sauvage. 

Par exemple, les siRNA de Tinvention peuvent etre selectionnes dans le groupe 
30 constitue de: 

-UGGAGUAUGUUUCUGUGGA ( SEQ 3D N O 2 9 ) 

-GGAGUAUGUUUCUGUGGAG (SEQ 3D N O 30) 
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- GAGUAUGUUUCUGUGGAGA (SEQ ID No 31) 

Dans \m autre mode de realisation, I'invention conceme une molecule ddRNAi telle que 
decrite de maniere generique dans la demande WO 01/70949 (Benitec) mais ciblant 
5 specifiquement JAK2 V617F. Le ddRNAi de Tinvention permet I'extinction de la 
sequence codantpour JAK2 V617F et comprend (i) une sequence identique a la SEQ ID 
No 3, 4 ou 11; (ii) une sequence complementaire a la sequence defini en (i) ; (iii) un 
intron separant lesdites sequences (i) et (ii) ; I'introduction de cette construction dans 
une cellule ou un tissu produisant un ARN capable d'alterer Texpression de JAK2 
10 V617F. 

L*invention porte 6galement sur un animal non humain genetiquement modifie 
comprenant une ou plusieurs cellules contenant une construction genetique capable de 
bloquer, de retarder ou de reduire Texpression de JAK2 V617F dans Tanimal. La 
methode de production d*im tel animal genetiquement modifie est presentee dans WO 
15 04/022748 (Benitec). 

M6thodes de criblage 

Dans un cinquieme aspect, I'invention a pour objet ime methode de criblage 
20 d'inhibiteurs specifiques de JAK2 V617F. 

Par « inhibiteurs specifiques », on entend designer des composes presentant un ratio 
IC50 sur JAK2 / IC50 sur JAK2 V617F superieur a 5, 10, 25, ou encore 50. Par 
exemple, le compose possede une IC50 JAK2 V617F inferieure a 1 nM, de preference 
25 100 nM alors qu'il possfede une IC50 JAK2 superieure a 5 \}M ou 10 |JM. 

Cette methode peut gtre mise en oeuvre a Taide de la proteine de Tinvention, d'une 
fraction membranaire comprenant ladite proteine, d'une cellule exprimant ladite 
proteine ou encore d'un animal transgenique non humain tel que decrit plus haut. 

30 

Ainsi, rinvention porte sur un test permettant de determiner Tinhibition specifique de 
JAK2 V617F par un ou plusieurs composes comprenant les etapes consistant k mettre 
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en contact un ou plusieurs composes avec la proteine JAK2 V617F decrite ci-dessus, 
une fraction membranaire comprenant JAK2 V617F ou encore une cellule exprimant 
JAK2 V617F decrite ci-dessus dans des conditions appropriees pour une fixation et une 
detection de la fixation specifique et/ou de Tinhibition de JAK2 V617F. 
5 Ce procede peut comprendre en outre une mesure de la fixation sur JAK2 sauvage. 

Ce procede peut egalement consister en une succession de tests de plusieurs molecules 
et comprendre une etape de selection des molecules presentant une IC50 pour JAK2 
V617F inferieure a 1 pM, de preference 100 nM. 

Ce procede peut comprendre en outre une etape de selection negative des molecules 
10 mentionnees ci-dessus qui possedent une IC50 pour JAK2 inferieure k 5 |jM ou 1 |iM. 

L*invention porte sur un criblage in vitro tel que d6crit ci-dessxis dans lequel on 
determine par immunoprecipitation Finhibition de la phosphorylation de JAK2 V617F, 

15 L'invention porte egalement sur un criblage in vivo sur des cellules prog^nitrices CD34+ 
JAK2 V617F qui sont enables de se differencier sans ^rythropoi'^tine (Epo). De telles 
cellules isolees de patients atteints de la polyglobulie de Vaquez. Les cellules CD34H- 
JAK2 V617F peuvent etre mises en culture dans un milieu comprenant du SCF et IL-3, 
Les composes sont rajoutes dans le milieu de culture et on determine la capacite des 

20 cellules a prolif^er et 4 se differencier en cellules 36+/GPA-. On selectionne les 
composes pour lesquels xme diminution du nombre de clones 36+/GPA- est observee. 
Ainsi, l'invention porte sur la methode de criblage ci-dessus au moyen de cellules 
primaires prog^nitrices CD34H- JAK2 V617F qui sont capables de se differencier sans 
erythropoi^tine (Epo) ou sur des lignees cellulaires devenues facteur independantes par 

25 introduction du variant JAK2 V617F. Le meme type d'essai peut etre realise sur des 
cultures de moelle de type CFU-E en milieu semi-soUde et test6 directeent le compost 
sur Finhibition de la croissance spont6n6e des colonies. 

On peut Egalement utiliser toute lignee cellulaire de mammifere decrite ci-dessus 
exprimant JAK V617F recombinante. 

30 

L'invention porte Egalement sur une methode pour I'identification de candidats 
medicaments comprenant les Stapes consistant k administrer des composes k un animal 
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transgenique non humain exprimant JAK2 V617F tel que decrit plus haut, ledit animal 
reproduisant la polyglobulie de vaquez et/ou etant atteint d'un syndrome 
myeloproliferatif associe a la presence de JAK2 V617F, a determiner Teffet du compose 
et selectionner les candidats medicaments pour lesquels on observe une diminution ou 
5 un blocage de la proliferation et de la differenciation spontanees des erythroblastes de 
polyglobulie de vaquez ou une diminution de la proliferation cellulaire associe a la 
presence de JAK2 V617F. 

Plus particulierement, cette methode est realisee avec une souris K-in JAK2 V617F ou 
10 un rat K-in JAK2 V6 17F tel que decrit ci-dessus. 

Parmi ces composes, on peut citer par exemple les siRNA ciblant Texon 12 mute de 
JAK2 mentionnes ci-dessus, en particulier des siRNA ciblant la sequence SEQ ED No 3, 
4 ou encore la sequence SEQ ID No 1 1 comprenant le nucleotide mut6 1*849 

15 

Un autre aspect de Tinvention porte sur Tutilisation desdits SiRNA ou ddRNAi decrits 
ci-dessus, et des composes inhibant specifiquement JAK2 V617F pour la fabrication 
d'un medicament. Ledit medicament est notamment destine au traitement des cancer du 
sang, en particulier les syndromes myeloproliferatife comprenant la Polyglobulie de 
20 Vaquez, la thrombocyth^nie essentielle, la spl^nomegalie myeloide ou myelofibrose 
primitive et la leuc^mie myeloide chronique (LMC). Ledit medicament est egalement 
destine au traitement d*autres hemopathies malignes; associees a la mutation JAK2 
V617F, et le cas ^cheant des tumeurs solides, des carcinomes, des melanomes et des 
neuroblastomes, qui expriment JAK2 V617F. 

25 

Pour la suite de la description et pour les exemples, on se r6f6rera aux figures dont la 
l^gende est indiquee ci-dessous. 

L^gendes 

30 

Figure 1 : Dicouverte du rdle cU de JAK2 dans la PV 
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A I'etat basai, JAK2 est fixe sur la box 1 a I'etat non phosphoryle. La liaison a I'EPO 
modifie la conformation du recepteur et permet la transphosphorylation de JAK2 qui en 
retour phosphoryle les residus intracytoplasmiques de EPO-R et recrute ainsi les 
differents effecteurs positifs ( -> ) ou negatifs ( - | ) de la transduction du signal. 
S Figure 2 : Mise au point d*un modele de culture de progeniteurs CD34+ de PV qui 
peuvent se differencier sans erythropoietine. 
2A- culture avec Epo, SCF et IL-3 
2B- culture sans Epo. 

Figure 3 : L'inhibition des voies JAK-STAT, Fi3-K et Src kinase emp&che la 
10 ' differenciation erythroide spontan^e. 

Figure 4 : Protocole d*inhibition de JAK2 dans les progeniteurs de PV. 
Figure 5 : R^sultats de Tinhibition de JAK2 dans les progeniteurs de PV. 

5A- Diminution de la capacity de clonage des 36+/gpa- Culture J1-J6 en SCF-IL3, 
electroporation J5 tri J6 (morpho/36+/gpa-), 
15 Methyl SCF seul. Compte ^ J13 (J7 post tri) 

5B- Structure de JAK2 avec la mutation V617F (exon 12) 

Figure 6 : Analyses de ginotypage des SNP pour ditecter la mutation JAK2 y617F 
dans TADN g^nomique avec les technologies LightCycler® et TaqMan® 
A et B : Detection de la mutation par la courbe d'analyse de fusion de LightCycler® 
20 avec les sondes d'hybridation FRET. A : Des experiences avec diverses dilutions 
d'ADN HEL dans de I'ADN TF-I sont representees, Le pic JAK2 V617F (57°) est 
encore detectable a une dilution de 1%. B : Des resultats provenant d'echantillons de 
patients representatifs sont represent^ (#1 : homozygote ; #2 : heterozygote ; #3 : 
faible ; #4 : non mute). 

25 C : Detection de la mutation par amplification specifique d'allele TaqMan®. Des 
experiences de dilution d'ADN HEL (HEL de 100 a 1% : carres vides ; cellules TF-I : 
cercles vides) et quelques 6chantillons de patients representatifs sont representes (croix 
noires). #a : patients homozygotes ; #b : patients heterozygotes ; #c : patient faible ; #d : 
patients non mut6s. 

30 Figure 7 : Fiche de diagnostic propos^e pour le diagnostic d*une erythrocj^ose 
(c*est*a-dire un taux d*h£matocrites sup^rieur k 51%). 
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Le nombre de patients concemes a chaque etape de la fiche est ecrit a cote de chaque 
article (n), seuls les patients ayant eu toutes les donnees cliniques etant listes ici (n = 
81). La detection de JAK2 V617F en tant que test de diagnostic en premiere intention 
aurait evite a 58/81 patients d'avoir d'autres investigations pour diagnostiquer un 
5 syndrome myeloproliferatif de type PV. 

Figures 8 et 9 : L'expression de V617F Jak2 dans des cellules HEL est diminuee 24 
heures aprds le traitement au siRNA specifique de JAK2 V617F Jak2 (slRNA #1, 3 
et4). 

0 a 6 : Cellules HEL traitees ( I a 6) ou non traitees (0) avec les siRNA V617F Jak2, 
10 C+ : Cellules 293HEK transfectees avec le vecteur V617F Jak2 RV. 
C- : 293HEK. 

Figure 10 : Le niveau d*expressioii de WT Jak2 dans des cellules K562 n*est pas 
change 24 heures aprds un traitement au siRNA specifique de Jak2 V617. 

Je : Cellules K562 traitees avec les siRNA WT Jak2. 
15 0k6: Cellules K562 traitees avec les siRNA V61 7F Jak2. 
C- : 293HEK (pas ^expression de JAK2). 

Exemple 1 : Identification de la mutation JAK2 V617F dans 39/43 patients. 

20 La mise au point d*un modele de culture cellulaire des progeniteurs pathologiques et 
Tutilisation d*inhibiteurs biochimiques nous a permis d'etablir que les voies JAK2- 
STAT5, PI3 kinase, et Src kinases sont necessaires i la differenciation independante de 
FEpo des progeniteurs de PV (Ugo et al, 2004). Ces resultats nous ont confort6 dans 
notre hypothese selon laquelle la lesion moleculaire primaire a Torigine de la PV devait 

25 €tre une anomalie d'une proteine clef aboutissant k la deregulation d'une voie de 
signalisation, comme une mutation d'une tyrosine kinase lui conferant une activite 
constitutive. Neanmoins, c'est Fetude de 43 patients atteints de la polyglobulie de 
Vaquez qui a permis ^identifier le role cl6 de la protdine JAK2, qui est la proteine 
situ^e le plus en amont dans ces diff^rentes voies de signalisation, et qui est commune 

30 aux voies de signalisation des r^cepteurs aux cytokines pour lesquelles des anomalies de 
reponse ont 6te decrites dans la PV. Nous avons etudi6 Timplication de la proteine 
kinase JAK2 dans la physiopathologie de la PV par 3 abords complementaires : 
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- un abord fonctioimel (inhibition de JAK2 dans les cellules de PV par ARN 
interference), 

- un abord genomique (sequen9age des 23 exons du gene), et 

- un abord biochimique a la recherche d'une anomalie de phosphorylation de JAK2 a 
5 Torigine d*une activation constitutive. 

Le materiel biologique utilise provient de patients consentants atteints de polyglobulie 
et correspond aux residus de prelevements realises a visee diagnostique adresses au 
Laboratoire Central d'Hematologie de THotel Dieu, et a des saignees therapeutiques. 

10 1.1 Etude fonctionnelle 

L'etude de la fonction de JAK2 dans les eiythroblastes de patients atteints de 
polyglobulie de Vaquez a ete realisee en transduisant par ^lectroporation des 
erythroblastes de PV avec un siRNA specifique de la sequence JAK2 (AMBION, 
Huntingdon, Angleterre) reconnaissant comme cible une sequence situee sur Texon 15 

15 de TARNm de JAK2. Nous avons montre que I'inhibition de JAK2 diminuait fortement 
la capacite de clonage et la diff(^enciation « spontanee » des progeniteurs de PV en 
Tabsence d*Epo, Les progeniteurs 6rythroblastiques normaux transfect^s avec le siRNA 
JAK2 ont un potentiel clonog^nique diminu6 de 70% par rapport au siRNA controle ce 
qui confirme Tefficacite de la transfection avec le siRNA JAK2. Dans la PV, les efFets 

20 de inhibition de JAK2 dans les progeniteurs ^rythroblastiques ont ete etudies dans un 
modele de culture sans Epo, permettant d'etudier les cellules du clone malin. Nous 
avons compare le potentiel clonogenique, I'apoptose et la differenciation des 
progeniteurs erythroblastiques de PV apres transfection par im siRNA JAK2 compare a 
un siRNA controle, L'etude du potentiel clonogenique des progeniteurs de PV cultives 

25 sans Epo montre une trds nette diminution du nombre de colonies apres transfection du 
siRNA JAK2 par rapport au siRNA controle. L'etude en cytometric de flux de 
I'apoptose de ces cellules montre une augmentation significative de Tapoptose dans les 
cellules transferees par le siRNA JAK2 comparees au siRNA non relevant (70 versus 
53%). L'etude des eflfets du siRNA JAK2 sur la differenciation (acquisition de la 

30 Glycophorine A detectee en cytometric de flux), ne montre qu'une legere difference 
entre les progeniteurs transfectes par le siRNA JAK2 versus le siRNA controle. 
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Les resultats des etudes cellulaires ont done montre que JAiC2 etait neeessaire i. la 
difFerenciation independante de I'Epo des progeniteurs erythroi'des de PV. Les premiers 
resultats des etudes biochimiques (immunopr^cipitation) montrent une phosphorylation 
de JAK2 plus prolongee apres deprivation en cj^okines des progeniteurs erythroi'des de 
5 PV par rapport a des cellules normales. 

1.2 Etude g^nomique de JAK2 

La PCR sur les 23 exons a ete mise au point sur un sujet normal a partir d'ADN 
10 genomique. Puis nous avons etudie 3 patients atteints de PV apres avoir extrait TADN 
genomique de cellules erythroi'des obtenus in vitro apres culture cellulaire. 
Nous avons identifie ime mutation ponctuelle situee dans Texon 12 de JAK2, presente 
chez 2 des 3 patients testes. Cette mutation touche la base n^ 1849 de la sequence 
codante [numerotation debutant a TATG], GenBank NM_004972) transforme le codon 
15 617 de la proteine JAK2 (V617F). 

• Codon 617 normal : gtc code pour une Valine (V) 

• Codon 617 mute : ttc code pour une Phenylalanine (F) 

Nous avons verifie grSce aux bases de donnees publi^es sur Intemet qu'il ne s'agissait 
pas d'un polymorphisme connu. 
20 Nous avons ensuite elargi la cohorte. A ce jour, la mutation a ete retrouv^e chez 39 
patients atteints de PV sur les 43 cas testes. Aucim temoin (15 cas testes) ou patient 
atteint de polyglobulie secondaire (18 cas testes) n'a ete trouv6 porteur de la mutation. 

Resultats du s^quen^age chez les patients 



• 2/3 heterozygotes 

• 13/39 « homozygotes » soit 30% des cas (meme proportion que la perte 

dlieterozygotie en 9p) 
Contrdles 



25 



• 39 mut^s / 43 PV testes (90%) 



30 



• 0 cas mutes sur 33 temoins testes 



Dont 15 sujets normaux 

Et 18 polyglobulies secondaires (pas de colonies spontan^es) 
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La d^couverte de cette anomalie de JAK2 explique Thypersensibilite a de nombreux 
facteurs de croissance impliquee dans la PV (Epo, TPO, IL~3, IL-6, GM-CSF, insuline). 
En effet, JAK2 est une prot^ine impliquee dans les voies de signalisation des recepteurs 
5 de ces cytokines. 

De plus, Tassociation de JAK2 avec R-Epo est singuliere en cela que JAK2 est fixee a 
R-Epo de fa9on constitutive : rassociation JAK2/R-Epo initiee dans I'appareil de Golgi, 
est necessaire au processing de R-Epo a la membrane des erythroblastes. Une anomalie 

10 de JAK2 a Torigine de modifications de Tassociation de JAK2 avec R-Epo pourrait 
done expliquer la pr^dontiinance de lliyperplasie meduUaire sur la lignee 
erythroblastique, alors que cette proteine est impliqu6e dans de nombreuses voies de 
signalisation. Par ailleurs, Molitemo et coll (Molitemo et al., 1998; Molitemo et Spivak, 
1999) ont mis en evidence un defaut d*expression membranaire de mpl, li6 a un defaut 

15 de glycosylation. II est possible que JAK2 soit, par analogic avec R-Epo, necessaire au 
processing de c-mpl. L'anomalie de JAK2 pourrait alors expliquer le d6faut 
d'expression membranaire de c-mpl, retrouve dans la PV. 

JAK2 se lie k R-Epo sur son domaine proximal au niveau d'un domaine tres conserve, 
20 la Box2, En I'absence de stimulation par TEpo, JAK2 est constitutivement fixee k R- 
Epo, mais sous forme non phosphorylee done non active. Apres stimulation du 
recepteur par TEpo, les deux molecules JAK2 se phosphorylent, puis phosphorylent R- 
Epo, ce qui permet le recrutement puis la phosphorylation d'autres proteines impliquees 
dans la transduction du signal, contime les proteines STATS, Grb2, PI3K. La proteine 
25 JAK2 presente, comme toutes les JAKs, un domaine kinase fonctioimel (JHl), un 
domaine pseudo-kinase sans activite tyrosine kinase (JH2), et plusieurs domaines 
conserves (JH3-JH7), caract6ristiques des membres de la famille des JAKs. Le domaine 
JH2 semble impliqu^ dans la regulation de Tactivit^ tyrosine kinase de JAK2. D'apres 
les donn^es disponibles de cartographic proteique de JAK2 (Lindauer, 2001), Facide 
30 amine 617 est situe dans ce domaine JH2, et d*aprds des Etudes de mod^lisation, dans 
une region particulierement importante pour la regulation de Tactivit^ kinase. 
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Au dela de Tinteret physiopathologique de cette decouverte (comprehension des 
mecanismes d'independance aux cytokines, demembrement des differents SMP), la 
mise en evidence de la mutation chez un patient offre pour la premiere fois un test 
5 permettant d*affirmer le diagnostic. Dans une demarche medicale diagnostique, la 
recherche de la mutation de JAK2 pourra se faire sur les polynucleaires sanguins, qui 
appartiennent au clone malin. 

L'invention offre egalement la mise au point d*un traitement specifique, de type 
inhibiteur de kinase specifique de la proteine mutee, ou th^rapie genique. 

10 

Exemple 2 : Detection du mutant JAK2 V617F pour le diagnostic de 
Terythrocytose en premiere intention 

15 2.1 PATIENTS, MATEMAUX ET METHODES 

Comparaison du scquen^age et de deux techniques de genotypage de SNP pour la 
detection de JAK2 V617F 

Cellules du patient 

20 On a analyse 119 echantillons a suspicion de MPD (c'est-a-dire d'erythrocj^ose, de 
thrombocytose, d'hj^erleucocytose) : 58 echantillons sanguins ont ete recueillis en 
perspective et 61 echantillons d'archive de moelle osseuse ont ete analyses 
r^trospectivement. 

On a isol6 les granulocytes peripheriques en utilisant une methode de gradient de 
25 densite selon les instructions du fabriquant (Eurobio, France). On a isol6 les cellules 
mononucleaires de la moelle osseuse par I'utilisation d'une centrifugation au gradient 
de FicoU. L'ADN g6nomique a 6x6 extrait avec des procedures standard. Pour 6tablir la 
sensibility des technologies LightCyclerC© et TaqMan(g), FADN provenant d'un 
echantillon homozygote avec I'alldle de type sauvage r^siduel minimal, a ete dilue en 
30 serie dans de TADN normal. 
Lign^es cellulaires 
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On a utilise des dilutions d'ADN en serie (1, 0,5, 0,1, 0,05, 0,01) de la lignee cellulaire 
d'erythroleucemie humaine (HEL) mutee de fa^on homozygote (JAK2 V617F), dans de 
I'ADN de lignee cellulaire TF-I (non mutee) en tant que controles positifs standard. Les 
lignees cellulaires ont pousse dans du milieu MEM-alpha (Invitrogen) enrichi avec du 
5 serum foetal de veau. 

Detection de la mutation par analyse de la courbe de fusion de LightCycler® avec 
des sondes d*hybridation FRET 

On a con9u des amorces et des sondes pour amplifier et s'hybrider a la sequence cible 

10' de I'exon 12 de JAK2. La position du site de mutation (1849G/T) etait couverte par une 
sonde capteur donneuse marquee a la fluoresc^ine en 3' et la sonde d*ancrage 
accepteuse adjacente marquee avec du LightCycler® Red 640 (LCRed640) k son 
extr^mitd 5', et son extremity 3' a 6te phosphorylee pour 6viter Textension. 
L'amplification et I'analyse de la courbe de fusion ont ete mises en oeuvre sur 

15 rinstrument de LightCycler® (Roche Diagnostics, Meylan, France). Le volume 
reactionnel final itait de 20 ^1 en utilisant 10 ng d*ADN, 14 |il de melange LightCycler 
FastStart DNA Master, 3 mM de MgClj, 0,2 |jM d'amorces, 0,075 ^M de chaque 
sonde. En bref, les ^chantillons ont 6t6 chaufiKs i 95°C pendant 10 minutes et une 
amplification par PCR de 45 cycles (10 secondes k 95°C, 10 secondes a 53°C, 15 

20 secondes a 72°C) a ete suivie par une etape de denaturation k 95°C pendant 10 
secondes, deux etapes d*hybridation a 63®C et 45°C pendant 30 secondes chacune et 
une courbe de fusion se situant dans le domaine compris entre 45 et 70°C (0,PC/sec). 
L*analyse sur le programme LightCycler® a ete r6alis6e par le trac6 de la courbe de la 
d^riv6e de la fluorescence par rapport k la temperature [2(dF12/Fll)/dT) versus T]. Les 

25 pics mut^s et WT ont 6t6 respectivement observes a 57 et 63°C. 

Detection de la mutation par amplification sp£cifique d*un allele par TaqMan® 

Deux amorces ont ete con9ues pour amplifier un produit de 92 pb englobant le SNP a la 
position 1849. Deux sondes MGB fluorogeniques ont ete con9ues avec differents 
30 colorants fluorescents, un cible vers Tallele WT et un cible vers celui mut6. On a realist 
le g^notypage dans des plaques k 96 puits, en utiHsant la methode basee sur la 
TaqMan® PCR. Le volume reactionnel final 6tait de 12,5 ^ll en utilisant 10 ng d'ADN 
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genomique, 6,25 |il de TaqMan® Universal Master Mix et 0,31 ^il de 40X Assays-on- 
Demand SNP Genotyping Assay Mix (Applied Biosystems). La plaque a ete chauffee a 
pendant 10 minutes, suivi par 40 cycles de denaturation a 92°C pendant 15 
secondes et un appariement/extension a 60°C pendant 1 minute. Le thermocyclage a ete 
5 realise sur le 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems). L'analyse a ete 
effectuee avec le programme SDS version 1.3. Le genotypage de la discrimination 
allelique en point final a ete realise par inspection visuelle d'une courbe de la 
fluorescence (Rn) provenant de la sonde WT contre la Rn de la JAK2 mutee generee a 
partir de la lecture de la fluorescence post-PCR. 

10 

Patients avec une eiythrocytose et collecte d*£chantilloiis 

Nous avons evalue 88 patients avec des taux dliematocrites superieurs a 51%, au 
moment du diagnostic, avant un quelconque traitement, et etudie la presence des criteres 
WHO et PVSG. La valeur de 51% a ete retenue pour Textremite superieure du domaine 

15 normal pour le taux de Thematocrite (Pearson TC et al., A Polycythemia Vera Updated : 
Diagnosis, Pathobiology, and Treatment Hematology (Am. Soc. Hematol. Educ. 
Program.) 2000 :51 a 68). Les cellules de la moelle osseuse ont ete recueillies pour des 
dosages clonog^niques et les cellules excedentaires ont 6t6 recueillies pour I'extraction 
d'ADN. On a mesure Ferythropoietine s^rique (Epo) dans differents laboratoires, et elle 

20 est par consequent, rapportde comme 6tant basse quand elle est en dessous de la valeur 
inferieure du domaine normal de chaque laboratoire, normale ou elev6e. Les 
granulocj^es p^riph^riques provenant des mgmes patients ont 6t6 purifies comme d^crit 
prec6demment, les echantillons sanguins de chaque temps etaient disponibles. Les 
^chantillons de moelle osseuse et de sang ont ete recueillis aprds qu*on ait obtenu un 

25 consentement ^claire. 

Dosages des EEC 

Les dosages in vitro du caractere repondeur eiythroi'de k VEpo ont tous ete r^alis^s dans 
le meme laboratoire (Hotel Dieu, Paris) avec une technique de culture de plasma-caillot, 
30 comme d^crit pr6c6demment (Casadevall N, Dupuy E, Molho-Sabatier P, Tobelem G, 
Varet B, Mayeux P. Autoantibodies against erythropoietin in a patient with pure red-cell 
aplasia. N. Engl. J. Med. 1996 ; 334 : 630 a 633). 
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Analyse statistique 

La correlation des marqueurs a 6t6 realisee en utilisant le coefficient de rangs Spearman 
(R). 

5 2.2 RESULTATS 

Faisabilite et sensibility des techniques de gcnotypagc bashes sur la PGR pour la 
detection de la mutation JAK2 V617F 

Pour evaluer refficacite du sequen9age, des technologies LightCycler® et Taqman® 
pour detecter la mutation JAK2 V617F, nous avons cherche sa presence dans 119 

10 echantillons provenant de patients avec une suspicion de MPD, en utilisant les 3 
techniques en parallele. La mutation JAK2 V617F a ete efficacement detectee dans 
83/ 11 9 echantillons, et 35 Echantillons ne prEsentaient la mutation par aucune des 3 
techniques. Dans un echantillon seulement, le sequengage a echoue a detecter la 
mutation T€v6\6e par les deux technologies LightCycler® et Taqman®, suggErant ainsi 

15 que ces demieres puissent etre plus sensibles. 

Pour Evaluer la sensibility de la technique, nous avons utilise deux mEthodes 
differentes : nous avons testE des dilutions en sdrie de TADN de la lignEe cellulaire 
HEL mutEe de fagon homozygote dans TADN de la lignEe cellulaire TF-I non mutee, et 
des dilutions en serie de TADN gEnomique provenant d'un patient homozygote pour la 

20 mutation JAK2 V617F dans de FADN normal. Le syquen9age a Echoue k dEtecter 
Tallele mutE sous 5% d'ADN de lignEe cellulaire HEL diluE dans de TADN de lignEe 
cellulaire TF-I, et sous 10% de TADN du patient mutE de fa9on homozygote diluE dans 
de TADN normal. La sensibilitE des techniques LightCycler® et Taqman® Etait 
Equivalente, lEgerement supErieure au sEquen9age, atteignant 0,5 a 1% de TADN de la 

25 lignEe cellulaire HEL diluE dans de I'ADN de la lignEe cellulaire TF-I (figure 6), et 2 a 
4 % de TADN d'un patient mutE de fa^on homozygote diluE dans de TADN normal. 

CaractEristiques des patients avec une Erythrocytose au moment du diagnostic 

Les caractEristiques principales de 88 patients avec des taux d'hEmatocrites supErieurs a 
30 5 1%, au moment du diagnostic, sont rEsumEes dans le tableau i . 
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Tableau 1 : Caracteristiques des patients 





CritSreWHO 


Critdre PVSG 


Critdres WHO et PVSG 




PV 
n = 61 


Erythrocytose 
idiqpathique 
11=11 


PV 
11== 45 


Erythrocytose 
idiopafhique 
n = 21 


Erythrocytose 
secondaire 
11 = 5 


Ht>50%, mais 
pasd'AE 
11 = 3 


Rapport des sexes 
(maie/femelle) 


38/23 


11/0 


28/17 


18/3 


4/1 


3/0 


Age moyen 
(doroame) 


61(23^92) 


57(24^81) 


58(23 i 92) 


60(53^81) 


65 (55 k 77) 


48,6 


Htmoyens(%) 

+/-a 


59+/- 4,6 


54,6+/- 1,44 


59,2+/- 4,5 


57,8+/- 4,2 


55,8+/- 3,1 


53,3+/- 0,8 


Hb moyenne 
(g/dL)+/-a 


19^ +/. 1^9 


18,3+/- 0^4 


19,3 +/- 1,41 


19+/- 1,0 


18,9+/- 0,8 


18,6+/- 0,5 


WBCmoyens 
(xlO^+/-a 


12,2+/- 4,4 


7,0+/- 2,5 


13,5+/- 4,9 


8,2+/- 2,5 


8,8 +/- 1,9 


6,6+/- 0,4 


Comptedes 
plaquettes moyen 
(xlO^+/-a 


463 +/- 148 


212+^-38 


503 +/- 149 


245 +/- 60,4 


212+/- 29 


175 +/- 19 


Spl^nom^galie 


16/55 


0/11 


14/39 


0/21 


0/5 


0/3 


Pt^sence d'EEC 


59/60 


1/11 


43/44 


11/21 


0/5 


0/3 


Niveau d*Epo bas 


39/47 


2/8 


27/33 


10/17 


0/3 


1/1 


Niveau d'Epo 
Qomml 


8/47 


6/8 


6/33 


7/17 


3/3 


0/1 


Anomalies 
cytog^^ques 


7/32 


0/3 


6/23 


0/7 


nd 


0/1 


JAK2 V617F 
positive 


57/61 


0/11 


43/45 


8/21 


0/5 


0/3 



88 patients avec des taux d*h^matocrites sup^rieurs a Sl% ont ete diagnostiqu^s selon 
les criteres PVSG et WHO, en quatre groups ; maladie de Vasquez (PV), erythrocj^ose 
10 idiopathique, erythrocytose secondaire et « pas d'^rythrocj^ose absolue » (pas d'AE) 
quand la mesure de la masse des globules rouges n*avait pas augmente. 8 patients ne 
pouvaient avoir aucun diagnostic d^fini, puisque quelques donnees cliniques n'etaient 
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pas disponibles. Ht : hematocrites ; Hb : hemoglobine ; WBC : globules blancs 
sanguins ; EEC : colonies erythroides endogenes ; Epo : erythropoietine ; a : ecart type. 
Les patients pouvaient etre separes en 4 groupes principaiix, respectivement selon les 
critdres WHO (Pierre R. et al., dditeurs. World Health Organization Classification of 
5 Tumours ; Pathology and Genetics of tumours of hematopoietic and lymphoid tissues. 
Lyon : lARC Press ; 2001 : 32 a 34) et PVSG (Pearson TC, Messinezy M. The 
diagnostic criteria of polycythaemia rubra vera. Leuk Lymphoma 1996 : 22 Suppl 1 : 87 
a 93) : 6 1 a 45 patients avec le diagnostic de PV, 5 avec une ^rythrocytose secondaire, 
1 1 a 2 1 avec une erythrocytose idiopathique et 3 sans erythrocytose absolue (masse des 

10 globules rouges normale). Les donnees cliniques etaient incompletes pour 7 patients, 
expliquant pourquoi le diagnostic de PV ne pouvait pas Stre affirme soit avec les criteres 
WHO soit avec ceux PVSG. En raison des difiKrences entre les criteres Al des deux 
classifications, 6 patients qui n'avaient aucune mesure de masse de globules rouges, 
pouvaient etre classes dans la classification WHO et pas dans celle PVSG. Un patient 

15 avait a la fois une hypoxic et une formation d'EEC, rendant par consequent le 
diagnostic difficile. Une analyse cytog6netique a ete realisee chez 35 patients ; parmi 32 
patients PV (selon le critere WHO), 7 avaient des anomalies cytogenetiques : 5 avec une 
trisomie 9, 1 avec 7q- et 1 avec du materiel supplementaire sur le chromosome 18. 

20 La presence de JAK2 V617F correspond aux criteres PVSG et WHO de PV 

JAK2 V617F etait pr^sente dans 43/45 (96%) patients diagnostiques en tant que PV 
selon les criteres PVSG et dans 57/61 (93%) patients diagnostiques avec les criteres 
WHO (tableau 1). N^anmoins, 8/29 patients classes en tant que non PV selon la 
classification PVSG pr6sentaient la mutation, alors qu*aucun des 19 patients non PV du 

25 WHO ; ces 8 patients 6taient consideres IE avec les criteres PVSG et PV avec ceux 
WHO. Aucun des patients diagnostiques SE ni celui avec une masse de globules rouges 
normale («pas d'AE ») n'avaient la mutation. La presence ou Tabsence de JAK2 
V617F correspond ainsi au diagnostic positif de PV dans 76/80 patients (95%, R = 
0,879, p<0,0001) si on utilise les criteres WHO et dans 64/74 patients (86,5%, R = 

30 0,717, p<0,0001) avec les entires PVSG. En outre, puisqu'aucun des patients 
diagnostiques en tant que non PV avec les criteres WHO n'avait la mutation, la 
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detection de JAK2 V617F a une valeur predictive de 100% dans le contexte de 
rerythrocytose absolue. 

Quelques autenrs (Mossuz P. et al.. Diagnostic value of serum erythropoietin level in 
patients with absolute eiythrocytosis. Haematologica 2004 ; 89 : 1194 a 1198) 
5 considerent la mesure du niveau d'Epo serique comme un test de diagnostic en premiere 
intention pour les patients avec une erythrocytose absolue, avec une specificite de 97% 
et ime valeur predictive de 97,8% pour le diagnostic de PV, si le niveau d'Epo est en 
dessous de la valeur inferieure du domaine normal. Dans notre etude, la correlation 
entre le niveau d'Epo et le diagnostic de PV selon les criteres WHO et PVSG a ete 
10 observee respectivement dans 50/61 (82%, R = 0,488, p = 0,0002) et 39/56 (70%, R = 
0,358, p = 0,0067) patients. Nous avons ensuite compare le niveau d'Epo serique en 
presence ou en I'absence de V617F JAK2 et on a trouve que 52/68 patients (76%, R = 
0,416, p = 0,0004) avaient xme correlation adequate. 

La presence de la mutation JAK2 V617F correspond k la capacite de former des EEC. 

15 Trois 6quipes differentes ont montre que des lign^es cellulaires dependantes de I'Epo 
transfectees avec JAK2 V617F ^taient independantes ainsi qu'hypersensibles a I'Epo 
pour leur croissance, mimant ainsi I'independance et I'hypersensibilit^ des progeniteurs 
^rythroi'des decrits dans la PV. Par consequent, nous avons ^mis I'hypothese que les 
patients portant JAK2 V617F pr^sentaient aussi ime formation d'EEC. Parmi les 20 

20 patients avec une eiythrocytose qui n'avaient aucime formation d'EEC, \m presentait la 
mutation, soulevant la question de la valeur predictive positive de la detection de JAK2 
V617F ; cependant, mgme si ce patient ne presentait aucune EEC, il remplissait de 
nombreux criteres WHO et PVSG positifs, lui permettant d'etre classe comme PV dans 
les deux classifications. Ce patient devrait par consequent etre considere comme un 

25 « faux n^gatif aux EEC » plutot que comme un « faux positif pour JAK2 ». Parmi les 67 
patients qui avaient des EEC, 62 portaient la mutation JAK2 V617F, 5 patients n'etant 
pas mutes en utilisant des techniques sensibles pour la detection. Parmi ces 5 patients, 
4/5 et 2/5 pouvaient 6tre classes dans le groupe PV, respectivement selon les criteres 
WHO et PVSG. Au total, les 87 patients analyses, la presence ou I'absence de la 

30 mutation JAK2 V617F correspondaient k la capacite ou a I'incapacite de former des 
EEC dans 81/87 patients (93,1%, R = 0,824, p<0,0001). 
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La presence de la mutation JAK2 V617F dans les cellules mononucleaires de la moelle 
osseuse (BMMC) correspond a sa presence dans les granulocytes peripheriques. 
Pour etudier si Tutilisation des granulocytes du sang peripherique pour detecter la 
mutation JAK2 V617F au moment du diagnostic pourrait eviter la realisation du dosage 
5 sur les cellules de moelle osseuse, nous avons compare les resultats obtenus par Tune ou 
Tautre des methodes de sequen9age, de LightCycler® et de TaqMan® chez 50 patients 
(incluant 35 PV, 8 SE et 8 autres suspicions de MPD) dont a la fois des ^chantillons de 
moelle osseuse et de sang peripherique etaient disponibles au moment du diagnostic. 
Dans tous les cas (34 mutes, 16 non mutes), la mutation a ete detectee de fagon 
10 identique. 

ni- Conclusion 

Nous proposons ainsi une nouvelle fiche de diagnostic de PV ou la detection de JAK2 

15 V617F dans les granulocytes avec des techniques sensibles est la premiere etape dans le 
diagnostic d'une 6rythrocytose, sauf dans le cas d*ime ^rj^rocytose secondaire 
evidente (figure 7). Cette attitude a plusieurs avantages : elle 6vite la realisation d'une 
mesure de la masse des globules rouges isotopiques, qui n'est pas toujours disponible et 
dont le r^sultat est quelquefois sujet k controverse. Elle peut aussi 6viter un aspirat de 

20 moelle osseuse et la realisation des dosages d'EEC qui prennent du temps et ne sont pas 
bien standardises. Elle diminue drastiquement le cout du diagnostic positif de PV, 
puisque seuls les patients avec des taux d*hematocrites sup6rieurs 51% et negatives 
pour JAK2 V617F devraient avoir toutes les investigations qui sont r^ellement 
efFectu^es pour caract^riser une 6rythrocytose, Meme si la detection seule de JAK2 

25 V617F dans le contexte de r^rythrocytose soutiendra le diagnostic de PV, la realisation 
d'une biopsie de moelle osseuse peut encore etre utile, puisqu'elle peut montrer des 
signes de my^lofibrose ou la pr&ence de cellules blastiques, affirmant par consequent la 
transformation leuc^mique de la PV. N^anmoins, il nous semble qu*une biopsie de 
moelle osseuse devrait gtre realis6e dans le contexte d*une 6tude eventuelle, avec une 

30 analyse cytog^netique. 

On a aussi d^tecte JAK2 V617F dans 30% des ET, 50% des IMF et quelques MPD rares 
non caracteris^es, d^finissant par consequent un nouveau groupe de MPD avec 
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differentes presentations cliniques. Les raisons de ces differences sont encore inconnues 
et il est encore trop tot pour regrouper ces maladies en une unique entite 
myeloproliferative avec une cause physiopathologique commune et differents 
phenotypes. Des etudes eventuelles cliniques precises caract^riseraient plus precisement 

5 les signes communs entre PV, ET, IMF et d*autres MPD rares qui portent JAK2 V617F, 
specialement en terme d'erythrocytose absolue, de niveau d*Epo, de myelofibrose et des 
anomalies cytogenetiques. On envisage ainsi tfutiliser la detection de JAK2 V617F en 
tant qu*outil initial dans le diagnostic de Thyperleucocytose chronique, la 
thrombocytose et I'erythrocytose. La presence de JAK2 V617F ne permettra pas 

10 seulement une nouvelle definition d*un groupe de MPD, mais elle sera aussi 
certainement la base pour le developpement de therapies ciblees specifiques. 

Example 3 : Les siRNA specifiques de la mutation ¥61 7F JAK2 inhibent V617F 
JAK2 mais pas JAK2 WT. 

15 

Les siRNA 1, 3 et 4 correspondants aux SEQ ID No 25 a 27 inhibent la proteine mutee 
V617F JAK2 exprimee par la lign^e HEL sans inhiber la proteine sauvage JAK2 
exprimee par la lign^e K562. Les resultats sont reportes aux figures 8, 9 et 10. 

20 



25 



30 
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REVENDICATIONS 

5 1. Proteine isolee JAK2 (Janus kinase 2), caracterisee en ce qu'elle comprend une 
mutation sur Tacide amin^ 617, plus particulierement la mutation V617F, ci-apres 
denomme « variant JAK2 V617F », dont la sequence est presentee a la SEQ ID No 1, 
ou une sequence similaire chez d*autres manmiiferes. 

10 2. Sequence nucl^otidique codant pour le variant JAK2 V617F selon la revendication l, 
notamment la sequence SEQ ID No 2 possedant la mutation t/g en position 1849 a partir 
de TATG marquant le d6but de la transcription. 

3 . Vecteur de clonage et/ou d'expression viral, plasmidique ou sous forme d*ADN nu 
15 caract^rise en ce qu'il comprend la sequence selon la revendication 2 sous le controle 

d'un promoteur efficace dans les cellules de mammiferes. 

4. Cellule de mammifere exprimant le variant JAK2 V617F recombinant selon la 
revendication 1. 

20 

5. Animal transg^nique non humain exprimant JAK2 V617F recombinant selon la 
revendication 1. 

6. Animal transg^nique non humain selon la revendication 5, caract^rise en ce qu'il 
25 s'agit d'lme souris ou d'un rat ayant integre dans son genome au moins la sequence 

codante pour JAK2 V617F par recombinaison homologue ou recombinaison dirig^e. 

7 . Animal transgenique non humain selon la revendication 5 ou 6 caracterise en ce qu'il 
est homozygote JAK2 V617F / JAK2 V617F ou heterozygote JAK2 V617F / JAK2, 

30 lesdits animaux reproduisant la polyglobulie de Vaquez et/ou des syndromes 
myeloproliferatifs induits par JAK2 V617F. 
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8. Sondes ou amorces comprenant de 10 a 30 nucleotides consecutifs de la sequence 
SEQ ID No 3 ou 4 et comprenant le nucleotide mute t^^"^. 

9 . Sondes ou amorces selon la revendication 8 selectionnees parmi les sequences SEQ 
5 ID No 5 a 1 1 et 15 a 28. 

10. Methode ex vivo ou in vitro pour determiner la presence ou Tabsence du variant 
G1849T du gene JAK2 dans un echantillon d'un patient atteint de PV ou susceptible de 
d^velopper une PV ou tout autre syndrome my^loproliferatif, notamment de 

10 r^throcytose, les hyperleucocytoses, des thrombocytoses et myelofibroses, comprenant : 

a) Tobtention d'lm echantillon d*acide nucl^ique du patient, 

b) la detection de la presence ou de Tabsence du variant Gl 849T du gene JAK2 dans 
ledit Echantillon d'acide nucl^ique, 

caractErisee en ce que la presence du variant G1849T est une indication de PV ou de 
15 tout autre syndrome my^loproliferatif. 

11. Methode selon la revendication 10, caracterisee en ce qu'elle comprend une etape 
d*hybridation avec au moins une sonde selon Time des revendications 8 a 9. 

20 12. Methode selon la revendication 10 ou 11, caract^risEe en ce qu'elle comprend ime 
etape d'amplification par reaction PGR avec au moins ime paire d'amorces selon Tune 
des revendications 8 i 9. 

13, Methode selon Time des revendications 10 a 12, caracterisee en ce qu'elle est 
25 effectu6e sur les ARNm d'un individu et comprenant une reaction RT-PCR. 

14. Methode selon Tune des revendications 10 a 12, caracterisee en ce qu'elle comprend 
une etape d'amplification au moyen desdites amorces, suivie par une etape 
d'hybridation avec au moins xme sonde, de preference deux sondes qui s'hybrident en 

30 condition de forte stringence aux sequences correspondant a la region de la mutation 
G1849T et la detection du signal produit par les marqueurs desdites sondes, les sondes 
et amorces etant definies a la revendication 8 ou 9. 



wo 2006/045827 



45 



PCT/EP2005/055586 



15. Methode selon la revendication 10 comprenant la detection de la presence ou de 
Tabsence du variant G1849T du gene JAK2 dans ledit echantillon d^acide nucleique au 
moyen d*un ou plusieurs SNP (Single nucleotide polymorphism) specifique de la 

5 mutation G1849T du gene JAK2, notamment les SEQ ID No 17 et 18, 23 et 24 ou 
encore 27 et 28. 

16. Methode ex vivo ou in vitro pom d^tecter la presence ou Tabsence du variant JAK2 
V617F dans un echantillon d'un patient atteint ou susceptible de developper la PV ou 

10 tout autre syndrome my^loproliferatif comprenant : 

a) Tobtention d'xm Echantillon du patient, 

b) la detection de la presence ou de I'absence du variant JAK2 V617F, 
caractErisee en ce que la presence dudit variant est une indication de la PV ou de tout 
autre syndrome my^loproliferatif. 

15 

17. Methode selon la revendication 16 comprenant la mise en contact de Techantillon 
avec im anticorps specifique du variant V617F de la proteine JAK2, de preference un 
anticorps capable de faire la distinction entre le variant V617F et la proteine JAK2 non 
mut^e. 

20 

18. M^hode selon la revendication 17, caracterisee en ce que les anticorps sont des 
anticorps monoclonaux ou polyclonaux, simple chaine ou double chaine, des anticorps 
chimdriques, humanisms ou des fragments de liaison a Tantigene F(ab')2 et F(v). 

25 19. Methode selon la revendication 18, caracterisee en ce qu'il s'agit d'un test ELISA. 

20. Methode selon Time des revendications 10 a 19 caracterise en ce qu'elle est 
pratiqufe pour la sous-population de patients presentant un taux d'hematocrites 
superieur a 51%. 
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21. Methode selon Tune des revendications 10 a 19 caracterise en ce qu'elle est 
pratiquee pour la sous-population de patients presentant un taux de plaquettes sup^rieur 
a 450 000. 

5 22. Anticorps monoclonal reconnaissant sp^cifiquement le variant JAK2 V617F. 

23. Hybridome produisant un anticorps selon la revendication 22. 

24. Kit pour detecter le variant JAK2 V617F dans line tumeur comprenant une ou 
10 plusieurs amorces ou sondes telles que definies a la revendication 8 ou 9 pour la 

detection sp^cifique de la presence ou de Tabscence de la mutation G1849T dans le 
gene JAK2. 

25. Kit pour determiner si un patient est atteint de la polyglobulie de Vaquez ou de tout 
15 autre syndrome myeloproliferatif impliquant le variant JAK2 V617F, notamment de 

I'ethrocytose, les hyperleucoc3^oses, des thrombocytoses et myelofibroses, comprenant 
une ou plusieurs sondes ou amorces telles que definies a la revendication 8 ou 9 pour la 
detection specifique de la presence ou de I'absence de la mutation G1849T dans le gene 
JAK2. 

20 

26. Kit selon la revendication 24 ou 25 comprenant en outre au moins un iUmcnt choisi 
parmi une polymerase thermor^sistante pour Tamplification PGR, une ou plusieiirs 
solutions pour Tamplification et/ou T^tape d'hybridation, ainsi que tout r^actif 
permettant la detection du marqueur. 

25 

27. Kit pour determiner si un patient est atteint de la polyglobulie de Vaquez ou de tout 
autre syndrome my^loprolifdratif impliquant le variant JAK2 V617F comprenant un 
anticorps selon la revendication 22. 

30 28. siRNA enable de diminuer de plus de 50% ou encore de plus de 95% Texpression 
du variant JAK2 V617F selon la revendication i. 
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29. siRNA selon la revendication 28, caracterise en ce qu*il possdde de 19 a 25 
nucleotides, de preference 19 nucleotides de long, la sequence d'un premier brin etant 
identique et la sequence d*un deuxieme brin etant complementaire a la sequence SEQ ID 
No 3, SEQ ID No 4 ou encore la sequence SEQ ID No 1 1 comprenant le nucleotide 

5 mute 1 1849, 

30. siRNA selon la revendication 28 ou 29, caracterise en ce qu'il induit une diminution 
superieure a 80% ou 95% de Texpression de JAK2 V617F et qu*il n'induit qu'une 
diminution inferieure a 25% ou 5% de Texpression de JAK2 sauvage. 

10 

31. siRNA selon la revendication 28, caracterise en ce qu41 est s^lectionne dans le 
groupe constitue de: 

-UGGAGUAUGUUUCUGUGGA (SEQ 3D N O 29) 

-GGAGUAUGUUUCUGUGGAG (SEQ ID N O 30) 

15 - GAGUAUGUUUCUGUGGAGA { SEQ ID N o 3 1) 

32. Procede permettant de determiner Tinhibition sp^cifique de JAK2 V6I7F par un ou 
plusieurs composes comprenant les etapes consistant a : 

a) mettre en contact un ou plusieurs composes avec la proteine JAK2 V617F selon la 
20 revendication l, ime ftaction membranaire comprenant JAK2 V617F, ou encore une 

cellule exprimant JAK2 V617F selon la revendication 4 dans des conditions appropriees 
pour une fixation et/ou de Tinhibition et, 

b) une detection de la fixation specifique et/ou de Tinhibition de JAK2 V617F. 

25 33. Procede de criblage comprenant une succession de tests selon la revendication 32 de 
plusieurs molecules et une etape de selection des molecules presentant une IC50 pour 
JAK2 V617F inferieure a 1 MM, de preference 100 nM. 

34. Precede selon la revendication 33 comprenant en outre une selection negative des 
30 molecules qui possedent une IC50 pour JAK2 inferieure a 5 |iM ou 1 |jM. 



wo 2006/045827 



48 



PCT/EP2005/055586 



35. Precede de criblage in vitro selon Tune des revendications 32 a 34 dans lequel on 
determine par immunoprecipitation Tinhibition de la phosphorylation de JAK2 V617F. 

36. Procede de criblage in vivo selon Tune des revendications 32 a 35 sur des cellules 
5 primaires progenitrices CD34+ JAK2 V617F qui sont capables de se differencier sans 

eiythropoietine (Epo) ou sur des lignees cellulaires devenues facteur ind^endantes par 
introduction du variant JAK2 V617F. 

37. Proc^d^ de criblage in vivo selon Tune des revendications 32 a 36 au moyen d'une 
10 cellule selon la revendication 4 . 

38. Proced^ pour Tidentification de candidats medicaments comprenant les 6tapes 
consistant a : 

a) administrer des composes a un animal transgenique non humain exprimant JAK2 
15 V617F tel que defini a Tune des revendications 5 a 7, ledit animal reproduisant la 

polyglobulie de vaquez el/ou 6tant atteint d'un syndrome myeloproliferatif associe a la 
presence de JAK2 V617F, 

b) determiner Teffet du compost et seiectionner les candidats medicaments pour 
lesquels on observe une diminution ou un blocage de la proliferation et de la 

20 differenciation spontanees des eiythroblastes de polyglobulie de vaquez ou une 
diminution de la proliferation cellulaire associe a la presence de JAK2 V617F. 

39. Utilisation des SiRNA selon Tune des revendications 28 4 31 pour la fabrication 
d'un medicament. 

25 

40. Utilisation selon la revendication 39 pour la preparation d'lm medicament destine au 
traitement des hemopathies malignes, en particulier les syndromes myeioproliferatifs 
comprenant la Polyglobulie de Vaquez, la thrombocythemie essentielle, la 
spienomegalie myeioide ou myeiofibrose primitive. 

30 

41. Utilisation selon la revendication 39 pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement des syndromes myeioproliferatifs associees a la mutation JAK2 V617F, et 
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des autres hemopathies malignes et des tumeurs solides tels que des carcinomes, des 
melanomes et des neuroblastomes, qui expriment JAK2 V617F. 

42. Composition comprenant un siRNA selon Tune des revendications 28 a 31 et un 
5 vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No 

PCT/EP2005/055586 



B. FIELDS SEARCHED 


Minimum documentation s 


tearched (classification System fblh 


3wed by ciasslfication symbols) 


C12N 


C12Q 




Documentation searched 


other than minimum documentation 


to the extent that such documents are included in the fields searched 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

C12N9/12 C12Q1/68 



G01N33/53 



According to international Patent Classification (IPC) orto both national classification and IPC 



Electronic data base consulted dunng the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

EPO- Internal , BIOSIS, SSq[uence Search 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citatton of document, with indication, where appropnate, of the relevant passages 



Relevant to daim No 



P.x 



DATABASE Uni Prot Onl ine! 

7 June 2005 (2005-06-07) , "Janiis kinase 

2." 

XP002369149 

retrieved from EBI accession no. 
UNIPR0T:Q506Q0 

Database accession no. Q506Q0 
the whole document 

JAMES CHLOE ET AL: "A unique clonal JAK2 
mutation leading to constitutive 
signal ling causes polycythaemia vera" 
NATURE (LONDON) , 

vol. 434, no. 7037, April 2005 (2005-04), 
pages 1144-1148, XP002369147 
ISSN: 0028-0836 
the whole document 



1-42 



1-42 



Further documents are listed in the continuation of Box C 



See patent family annex 



* Special categories of cited documents 

document defining the gdnerai state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 
^E' earlier document but pubBshed on or after the international 
fiOrig date 

"L* document which may throw doubts on piranty clain^ ) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as spedfied) 

O ' document refemng to an oral disclosure, use. exhibition or 
other means 

'P' document published pnortothe international fiBng date but 
later than the pnoTcty date claimed 



T* later document published after the intemational filing date 
or pnoTcty date and not in conflict with the apptication but 
cited to understand the pitnciple or theory underlying the 
invention 

document of particular relevance, the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve a n inventive step when the document is taken alone 
V' document of particular relevance, the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combmed with one or more other such docu-i 
ments, such combination being obvious to a person sldHed 
in the art 

document member of the same patent lamQy 



Date of the actual completion of the intemational search 

2 2 February 2 0 06 



Date of mailing of the intemational search report 

13/03/2006 



Name and mailing address of the ISA/ 

European Patent OfTice. P B 5818 Patentlaan 2 
NL- 2280 HV Rijswij)( 

Tel (+31-70) 340-2040, Tx 31 651 epo ni. 
Fax (+31-70) 340-3016 



Autho nzed officer 



Trommsdorf f , M 



Fom PCT/ISA/210 (second sheet) (Apr! 2005) 
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International application No 
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C(Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* Citation of document with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to daim No. 



P ,X 



THE CANCER GENOME PROJECT BAXTER E O ET 
AL: "Acquired mutation of the tyrosine 
kinase JAK2 in human myeloproliferative 
disorders " 

LANCET THE, IiANCET LIMITED. LONDON, GB, 
vol . 365, no. 9464, 

19 March 2005 (2005-03-19), pages 

1054-1061, XP0047 98459 

ISSN: 0140-6736 

t he who 1 e do cumen t 
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UGO V ET Aii: "Multiple signal ing pathways 
are involved in erythropoietin- independent 
differentiation of erythroid progenitors 
in polycythemia vera" 

EXPERIMENTAL HEMATOLOGY, NEW YORK, NY, US, 
vol. 32, no. 2, February 2004 (2004-02), 
pages 179-187, XP002324352 

ISSN: 0301-472X 
the whole document 

US 5 914 393 A (COLEMAN ET AL) 
22 June 1999 (1999-06-22) 
the whole document 



SALTZMAN ALAN ET AL: "Cloning and 
characterization of human Jak-2 kinase: 
High mRNA expression in immune cells and 
muscle tissue" 

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS , 

vol. 246, no. 3, 29 May 1998 (1998-05-29), 
pages 627-633, XP002324351 
ISSN: 0006-291X 
the whole document 



PAHL H L : "TOWARDS A MOLECULAR 
UNDERSTANDING OF POLYCYTHEMIA RUBRA VERA" 
EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, BERLIN, 
DE, 

vol. 267, no. 12, June 2000 (2000-06), 
pages 3395-3401, XP000982035 
ISSN: 0014-2956 
the whole document 



Fbrm PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (Apri 2005) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



LxtematiQiial E4>plLca1iQiL No. 
PCT/EP2005/055586 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



liiis international searchieport has not been established inrespect of certain claimsunder Article 17(2)(a)forthe followingreasons : 



Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



see supplemental sheet PCT/ISA/210 



2. [x] Claims Nos-: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried oui, specifically: 

see supplemental sheet PCT/ISA/210 



3. I I Claims Nos.: 

' — ' because they are dependent claims and are not draftedi cxaccordance withthe second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box H Observations where unity of Invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This Intemational Searching Authority found multiple inventions in this intemational application, as follows: 



1. I I As ail required additional search f6es were timely paid by the applicant, this intemational search report covers ail 

^■"■^ searchable claims. 

2.1 I A s ail searchable claims couldbesearchedwithoutefFortjustifyinganadditionalfee,Ms Authori 1 ydidnotinvitepayment 

' ' of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the apphcant, this intemational search report 

' — ' covers only those claims for which f^s were paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search f^es were timely paid by the applicant. Consequently, this intemational searchreport is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest |^ The additional search fees were accompanied by the applicant' s protest. 

I I No protest accompanied the payaient of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (I)) (My 1992) 



International application No. 

PCT/EP2005/055586 



Continuation of Box ILl 

Although claims 10-21 relate to a diagnostic method practised on the human or animal body, the search 
was carried out and was based on the stated effects of the product or composition. 

Although claim 32 relates to a method for treatment of the human or animal body, the search was 
carried out and was based on the stated effects of the product or composition. 

Continuation of Box n.2 

Claims No.: - 

The current claims 28, 30 and 39-42 relate to a compound characterised by a desirable attribute or 
property, namely its ability to reduce the expression of the JAK2 V617F variant. The claims encompass 
ail the siRNAs that have this attribute or property, yet the application provides support in the 
description (Article 612-6 of the French Intellectual Property Code) and/or adequate disclosure (Article 
612-5 of the French Intellectual Property Code) for only a very limited number of such compounds, hi 
the present case the claims lack the proper support and the application lacks the requisite disclosure to 
such an extent that it does not appear possible to carry out a meaningful search covering the entire 
range of protection sought. Regardless of the above, the claims also lack clarity since they attempt to 
define the compound in terms of the resuit which is to be achieved. Again, this lack of clarity is such 
that it is not possible to carry out a meaningful search covering the entire range of protection sought. 
The search was therefore directed only to the siRNAs defined in terms of their structure (see claims 29 
and 31). 

The applicant is advised that claims or parts of claims relating to inventions in respect of which no 
international search report has been established caimot normally be the subject.of an international 
preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)), In its capacity as International Preliminary Examining 
Authority the EPO generally will not carry out a preliminary examination for subjects that have not 
been searched. This also applies to cases where the claims were amended after receipt of the 
international search report (PCT Article 19) or where the appUcant submits new claims in the course of 
the procedure under PCT Chapter IL After entry into the regional phase before the EPO^ however, an 
additional search can be carried out in the course of the examination (cf. EPO Guidelines, C-VI^ 8.5) if 
the defects that led to the declaration under PCT Article 17(2) have been remedied. 
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Internationa) application No 

PCT/EP2005/055586 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



US 5914393 



22-06-1999 US 



6019966 A 



01-02-2000 



Fomn PCT/lSA/210 (patent fiamily annex) (April 2005) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Detnande Internationale n* 

PCT/EP2005/055586 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET OE LA DEMANDE 

C12N9/12 C12Q1/68 



G01N33/53 



Selon fa classification intemationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultte (syst6me de classirication suivi des symboles de classement) 
C12N C12Q 



Documentation oonsuRte autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents reldvent des domaines sur lesquels a porte la 
recherche 



Base de donndes diectronique consultte au cours de la recherche intemationale (nom de la base de donndes, et si cela estrealisable. temies de 
recherche utilises) 

EPO- Internal , BIOSIS, Sequence Search 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



CatSgorle ' 



Identification des documents cites, avec, le cas 6ch6ant. Hndication des passages pertinents 



no des revendications v\s6es 



P ,X 



DATABASE UniProt • Online ! 

7 juin 2005 (2005-06-07) , "Janus kinase 
2. " 

XP002369149 

extrait de EBI accession no. 
UNIPROT :Q506Q0 

Database accession no. Q506Q0 
le document en entier 



1-42 



JAMES CHIiOE ET AL: "A unicfue clonal JAK2 
mutation leading to constitutive 
signal ling causes polycythaemia vera" 
NATURE (LONDON) , 

vol. 434, no. 7037, avril 2005 (2005-04), 

pages 1144-1148, XP002369147 

ISSN: 0028-0836 

le document en entier 



-/- 



1-42 



m 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la llste des documents 



ID 



Les documents de families de brevets sont indiqu6s en annexe 



Categories spddales de documents cites 

"A- document ddfinissant I'dtat g6n6ral de la technique, non 

consid^re comme particuli6rement pertinent 
"E" document antSneur, mais publid a (a date de d^pdt International 

ou apr^s cette date 

^L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
piiont6 ou citd pour determiner ta date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison sptoiale (telle qu'indiqude) 

^O' document se r^^rant d une divulgation orate, dun usage, d 

une exposition ou tous autres moyens 
"P" document publie avant ta date de d6p6t international, mais 

post^rieurement d la date de priority revendiqu^e 



"^T' document ultSrieur public aprds la date de d6p0t international oula 
date de priority et n'appartenenant pas a t'^tat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre te principe 
ou la throne constituent la base de I'invention 

"X" document parttculi^rement pertinent. I'inven tion revendlqute ne peut 
etre consid6r6e comme nouvelle ou comme impliquant une activity 
inventive par rapport a u document consid^re isotement 

"Y" document particuliftrement pertinent. I'inven tion revendiqu^e 

ne peut 3tre considSrSe comme impliquant une activity inventive 
lorsque te document est associd d unou plusieurs autres 
documents de mSme nature, cette oombinaison dtant dvidente 
pour une personne du metier 

'&* document qui fait partie de ia mdme famille de brevets 



Date d laquelle la recherche internationaie a effectivement achev6e 



22 f§vrier 2006 



Date d'exp^dition du present rapport de recherche intemationale 



13/03/2006 



Nom et adresse postale de I'administration chargde de la recherche intemationale 
Office Europten des Brevets. P B 5818 Patentiaan 2 
NL ' 2260 HV Rijswilk 
Tel (+31-70) 340-2040. Tx 31651 epo nl. 
Fax (+31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autorisd 



Trommsdorf f , 



Fomiulaire PCT/ISA/210 (deu»6fne fetilla) <avril 2005) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande Internationale 

PCT/EP2005/055586 



C<suite). DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie* Identification des documents clt6s, avec, ie cas dclidant rindication des passages pertinents 



no. des revendications vis6es 



P ,X 



THE CANCER GENOME PROJECT BAXTER E J ET 

AL: "Acquired mutation of the tyrosine 
kinase JAK2 in human myeloproliferative 
disorders " 

LANCET THE, IiANCET LIMITED. LONDON, GB", 

vol. 365, no. 9464, 

19 mars 2005 (2005-03-19) , pages 

1054-1061, XP004798459 

ISSN: 0140-6736 

le document en entier 

UGO V ET AL: "Multiple signal ing pathways 
are involved in erythropoietin- independent 
differentiation of erythroid progenitors 
in polycythemia vera" 

EXPERIMENTAL HEMATOLOGY, NEW YORK, NY, US, 
vol, 32, no. 2, f^vrier 2004 (2004-02), 
pages 179-187, XP002324352 

ISSN: 0301-472X 

le document en entier 



1-42 



US 5 914 393 A (COLEMAN ET AL) 
22 juin 1999 (1999-06-22) 
le document en entier 

SALTZMAN ALAN ET AL: "Cloning and 
characterization of human Jak-2 kinase: 
High mRNA expression in immune cells and 
muscle tissue" 

BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH 
COMMUNICATIONS , 

vol. 246, no. 3, 29 mai 1998 (1998-05-29), 

pages 627-633, XP002324351 

ISSN: 0006-291X 

le document en entier 



PAHL H L : "TOWARDS A MOLECULAR 
UNDERSTANDING OF POLYCYTHEMIA RUBRA VERA" 
EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, BERLIN, 
DE, 

vol. 267, no. 12, juin 2000 (2000-06), 

pages 3395-3401, XP000982035 

ISSN: 0014-2956 

le document en entier 



Formutaire PCT7ISA/210 (suite da ia deuxiftma feuiOe) (avril 2005) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Demande Internationale n*" 

PCT/EP2005/055586 



Cadre 11 Observations - lorsqu'il a ete estimd que certaines revendications ne pouvalent pas feire Tobjet d'une rechercf 
(suite du point 2 de la premiere feuille) 



Conform6ment d I'artlcle 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait Pobjet d'une recherche pour les motifs suivants: 
voir FEUILLE ANNEX^E PCT/ ISA/2 10 



Les revendications 

se rapportent d un objet d regard duquel l*administration n'est pas tenue de procdder d la recherche, a savoir: 



□ 



Les revendications n^^ ~ 

se rapportent a des parties de la demande intemationaie qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particuiier: 

voir FEUILLE ANNEXEE PCT/ ISA/2 10 



Les revendications n*s 

sont des revendications d^pendantes et ne sont pas r^dig^s confomn^ment aux dispositions de la deuxieme et de la 

troisieme phrases de la r^gle 6.4. a). 



Cadre III Observations - lorsqu'il y a absence d'unit^ de I'inventlon (suite du point 3 de la premiere feuille) 



Uadministration charg^e de la recherche Internationale a trouvd plusieurs inventions dans la demande Internationale, d savoir 



1- Comme toutes les taxes additionnelles ont et6 payees dans tes delais par le deposant, le present rapport de recherche 
' 1 Internationale porta sur toutes les revendications pouvant faire Tobjet d'une recherche. 



Comme toutes les recherches portent sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particuiier 
justifiant une taxe additionnelle, I'administration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



3. I Comme une partie seulement des taxes additionnelles demand^es a 6t6 pay^e dans les delais parle deposant, le present 
' — ' rapport de recherche Internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ontdt^ payees, d savoir 
tes revendications n ~ 



4. I Aucune taxe additionnelle demand^e n'a et6 payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
I — I de recherche Internationale ne porte que sur Tinvention mention nee en premier lieu dans les revendications: elle est 
couverte par les revendications n °^ 



Remarque quant k la reserve 



I I Les taxes additionnelles §taient accompagn^es d'une reserve de la part du depose 
[ [ Le paiement des taxes additionnelles n'^tait assort! d'aucune reserve. 



Formutaire PCT/lSA/210 (suite de la premiere feuille (2)) (Janvier2004) 



Demande internationale No. PCT/EP2005 /055586 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre II. 1 

Bien que les revendi cat ions 10-21 concernent une m^thode de diagnostic 
appliquee au corps humain/animal , la recherche a ^t^ effectu^e et bas^e 

sur les effets imputes au produit/a la composition. 

Bien que la revendi cat ion 3 2 concerne une methode de traitement du corps 
humain/animal, la recherche a effectu^e et basSe sur les effets 

imputes au produit/a la composition. 



Suite du cadre Ii .2 
Revendi cat ions nos. : 



Les revendi cat ions 28, 30, 3 9-42 presentes ont trait ^ un compose defini 
en faisant reference ^ une caracteristique ou propriete souhaitable, 
a savoir sa capacity a diminuer 1' expression du variant JAK2 V617F. 
Les revendi cat ions couvrent tous les siRNA pr^sentant cette 
caracteristique ou propriete, alors que la demande ne fournit un 
fondement au sens de 1 'Article l .612-6 CPI et/ou un expose au sens de 
I'Article L. 612-5 CPI que pour un nombre tres limite de tels composes. 
Dans le cas present, les revendi cat ions manquent de fondement et la 
demande manque d' expose H un point tel qu'une recherche significative 
sur tout le spectre couvert par les revendi cat ions est impossible. 
Independamment des raisons ^voqu^es ci-dessus, les revendicat ions 
manquent aussi de clarte. En effet, on a cherche ^ definir le compos^au 
moyen du resultat k atteindre . Ce manque de clarte est, dans le cas 
present, de nouveau tel qu'une recherche significative est impossible. 
En consequence, une recherche n'a 6t6 effectu^e que pour les siRNAs 
d^finis de fagon structurelle (voire revendi cat ions 29 et 31). 

L' attention du d^posant est attiree sur le fait que les revendicat ions 
ayant trait aux inventions pour lesquelles aucun rapport de recherche n*a 
6te etabli ne peuvent faire obligatoirement I'objet d'un rapport 
pr^liminaire d'examen (Rdgle 66.1(e) PCT) . Le d^posant est averti que la 
ligne de conduite adoptee par TOEB agissant en quality d' administration 
chargee de I'examen pr^liminaire international est, normalement, de ne 
pas proceder a un examen preliminaire sur un sujet n' ayant pas fait 
I'objet d'une recherche. Cette attitude restera inchangee, independamment 
du fait que les revendi cat ions aient ou n'aient pas ^t^ modifi^es, soit 
apres la reception du rapport de recherche, soit pendant une q[uelconque 
procedure sous le Chapitre ii. si la demande devait etre poursuivie dans 
la phase regionale devant TOEB, il est rappele au deposant qu'une 
recherche pourrait etre effectuee durant la procedure d'examen devant 
TOEB (voir Directive OEB C-VI, 8.5) k condition que les probldmes ayant 
conduit a la declaration conformement a I'Article 17(2) PCT aient 6t6 
resolus . 
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